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Die Einwirkung einiger Elektrolyte und Anelektrolyte auf 
die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen 
des Pferdes. 


Von 
J. Runnstrém. 


(Zootomisches Institut Stockholm.) 
(Eingegangen am 8. Juli 1921.) 


Abkiirzungen: Aggl. = Agglutination, K. = Kontrolle, R. = rote 
Blutkérperchen, Sed. = Sedimentierung, 8.G. = Sedimentierungsgeschwin- 
digkeit, St. = Stunde. 

Die wichtigen Untersuchungen von Fahreus') haben die Aufmerk- 
samkeit auf die Tatsache gelenkt, daB die Stabilitat der R. bei der Schwanger- 
schaft und bei verschiedenen pathologischen Zustinden vermindert wird. 
Fahreus bestimmt die Stabilitat der R., indem er nach gewissen Zeiten 
die Héhe der Schicht von R.-freiem Plasma oder Serum miBt, die sich bei 
der Sed. der R. bildet. Den Arbeiten Faihrawus gesellen sich schon eine 
Reihe von Veréffentlichungen von Linzenmeyer?), Kiirten*), Abder- 
halden‘*) usw. bei. In einer umfangreichen Arbeit hat Fahrzus®) neuer- 
dings auf vielseitigste Weise das Problem der Suspensionsstabilitét des 
Blutes beleuchtet. Man findet hier auch eine eingehende Beriicksichtigung 
der alteren Literatur. 

Von der Arbeit Fihreus angeregt, habe ich mir die Aufgabe gestellt, 
den EinfluB verschiedener Elektrolyte und den der Narkotica auf die Sed. 
der R. zu studieren, 

Meinem Freunde, Dr. Fahrzus, sage ich meinen herzlichsten Dank 
wegen vielfacher Anregungen bei gemeinsamen Uberlegungen. Ich habe 
auch den Vorteil gehabt, der Entwicklung der Arbeit Fahrzus sozusagen 
Stufe fiir Stufe folgen zu diirfen. Die Planlegung meiner Untersuchung wurde 
vor allem von der Hoffnung geleitet, zur Kenntnis der Eigenschaften der 


1) Hygiea 1918; diese Zeitschr. 89. 1918. Vortrag Tagung d. Dtsch. 
Physiol. Ges. 1920. 

*) Pfliigers Arch f. d. ges. Physiol. 181, 169. 1920 u. 186, 272. 1921. 

3) Pfliigers Arch f. d. ges. Physiol. 185, 248. 1920. 

4) Fermentforschung 4, 230. 1921. 

5) The Suspension Stability of the Blood. Acta medica 55. 1921. 
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Oberflichenschicht der Zelle einen Beitrag geben zu kénnen. Die Unter- 
suchung iiber den Einflu8 der Narkotica wurde schon im Jahre 1918 im 
Seruminstitut des dinischen Staates beinahe zu Ende gefiihrt. Hier wurden 
auch im selben Jahre die Beobachtungen iiber den EinfluB der Elektrolyte 
angefangen. Ich benutze die Gelegenheit, dem Direktor des Instituts, 
Dr. Th. Madsen, meinen herzlichen Dank zu sagen. Die Untersuchungen 
wurden an der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen 
Instituts Stockholm fortgesetzt. Dem Direktor der Abteilung, Professor 
Dr. Sj 6quist, sowie Dr. E. Hammarsten danke ich wegen ihrer freund- 
lichen Unterstiitzung meiner Arbeit. Dem Chef der staatsmedizinischen 
Anstalt in Stockholm, Dr. C. Kling, bin ich auch zu Dank verpflichtet. 

Bei den Untersuchungen wurde fast durchweg defibriniertes Pferdeblut 
verwendet. Das Serum wurde abzentrifugiert und die R. 2 mal mit 0,9 proz. 
NaCl- oder gewohnlich mit Ringerlésung (NaCl) 0,99, KCI 0,02%, CaCl, 
0,02°,, NaHCO, 0,019) gewaschen. Fiir besondere Zwecke wurde auch 
in isotonischer Rohrzucker- oder Mannitlésung gewaschen. 

Im folgenden wird der Ausdruck Flockung sowohl die Geldrollenbildung 
als die stirkere mehr unregelmaBige Flockung bezeichnen. Der Ausdruck 
, Agglutination™ (Aggl.) wird dagegen nur in der Bedeutung starker Flockung 
benutzt. Damit wird aber kein prinzipieller Unterschied zwischen Geld- 
rollenbildung und Aggl. gezogen. 


I. Einflu8 der Ionenreihen auf die Sedimentierung der roten Blut- 
korperchen. 

Radsma!) hat schon den Einflu8 verschiedener Ionen auf 
die Aggl. der R. in Glucose untersucht. Die Salzkonz. sowie die 
Menge der zugesetzten R. waren sehr klein. Er hat dabei die 
folgenden Reihen gefunden: 

Cl> NO,, Br > J > SCN und K > Na> Li. 

Bei der Versuchsanordnung Radsmas habe ich bei den R. 
des Pferdes keine gut reproduzierbaren Ergebnisse erhalten. 
Die von Radsma angegebene Reihe ist aber mehrmals hervor- 
getreten. Im folgenden gebe ich eine Ubersicht meiner Resultate. 

In einer Mischung 3ccm 1 proz. Gelatine in 5,3°, Mannit 
+ 1,75ceem 5,3% Mannit + 0,25cem Salzlésung + leem R. 
(mannitgewaschen) tritt Aggl. nach der Reihe (K-Salze) ein: 
(1) SCN > J> NO,> Br> Cl> SO,. 

Nach 1 Minute ist in einem Versuch die Héhe der Boden- 
schicht von agglutinierten Blutkérperchen in Millimetern die 
folgende gewesen: 

13, 10, 8, 3, 0, 0. 


1) Diese Zeitschr. 89. 1918. 
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Es liegt also im Vergleich mit den Versuchen Radsmas 
eine Umkehrung der Reihe vor. Bisweilen fallt aber SO, aus der 
Reihe heraus. Die Aggl. ist dabei ebenso stark wie in SCN oder 
NO,. Bei emer Senkung des Gelatinegehaltes auf ein Drittel 
ist eine Umkehrung der Ionenreihe eingetreten. Die Aggl. ist am 
stirksten in SO, und Cl, am geringsten in SCN gewesen. 

Die starke Aggl. in den angefiihrten Versuchen ist vor allem 
als eine Wirkung der Gelatine zu betrachten. Die aggl. Wigkung 
ist schon von verschiedenen Forschern beobachtet worden’). 
Unser Versuch lehrt aber, daB die Wirkung der Gelatine in salz- 
armen Lésungen viel stirker als in salzreicheren ist. Gelatine 
derselben Konz. in 0,9 proz. NaCl- oder Ringerlésung hat nicht 
so starke Wirkung wie bei den oben angegebenen Salzkonz. 
Dasselbe gilt auch von anderen die Sed. der R. beférdernden 
organischen Kolloiden, auch von dem Serum; 1 cem Serum 
+-4cem Mannit hat z. B. eine stiirkere Wirkung als 3 cem Serum 
+-2ecm Ringerlésung. 

Die Sed. der R. wurde in der folgenden Mischung gemessen: 


3 cem | proz. Gelatine in 5,3°, Mannit + 1 cem 5,3°, Mannit 

+ 1 cem isot. Salzlésung + 1 cem R.: 

(2) K,SO, KCl KBr KNO, KJ  KSCN CaCl, 
42’ 24 65 S+ 69 83 59 86 


Die Zahlen geben hier nach dem Vorgange von Fahreus 
die Héhe der R.-freien Schicht wieder. 

Durch Zusatz von 0,4 cem "/,5-HCl zu jeder Réhre beschleu- 
nigt man die Flockung der R. und man kann nun wiederum die 
Reihe 

SCN > J>NO,> Br>Cl> SO, 
finden. 

Erhéht man den Salzgehalt noch weiter, findet man _ bei 
Zusatz von HCl nicht mehr diese Reihe, die deutlicherweise nur 
bei sehr instabilen Suspensionen zur Geltung kommt, vgl. unten. 

Die Sed. wurde in gelatinehaltigen isotonischen Salzlésungen 
(K-Salzen) untersucht. Es wurde sehr konstant eine Reihe ge- 
funden, die von folgendem Versuche veranschaulicht wird: 

5 cem isotonischer Salzlésung mit 0,2°% Gelatine + l ccm R. 

(3) so, Ct Br NO, J SCN 
20° 38 49 68 45 1] ] 
') Vgl. Landsteiner, Handbuch der Biochemie, Bd. II, S. 399. 


1* 
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Auffallend ist die starke Stabilisierung in KSCN. Am stark- 
sten ist die Sed. in Br. 

Bei Senkung des Salzgehaltes wird die Reihenfolge etwas 
verandert, wie durch einen Vergleich mit Tabelle (2) hervorgeht. 
Die relative 8.G. nimmt in KNO,, KJ und KSCN zu, in SO, 
dagegen ab. 

Wir fiihren noch den folgenden Versuch an: 


21/,cem isotonischer Mannit- + 22/,ccm isotonischer Salzlésung, 
Konz, der Gelatine 0,54% + leccem R. 


(4) er: or a SCN 
25’ 2 62,5 64 62 60 21,5 


Eine ahnliche Wirkung wie durch Senkung des Salzgehaltes erhalt 
man durch Zusatz von HCl. 

5 cem isotonische Salzlésung mit 0,2% Gelatine + 1 ccm R. + 0,4 com 
/45-HCl. 

(5) so, cClsBr SCN 
30° — 30 65 69 10 

‘twa dieselbe Anionenreihe wie in den Versuchen mit Gela- 
tine-Salzlésungen wurde auch in Versuchen gefunden, bei denen 
2 cem isot. Salzlésung zu 3 cem Serum + 1 cem R. gesetzt wurden: 
(6) - en: a 

20’ =5i1 69 71 48 41 9 

Am auffallendsten ist wiederum die Wirkung von SCN. 
Variationen in der Reihenfolge kommen aber vor. Es ist 
nicht ohne Interesse zu konstatieren, dah die beobachteten 
Abweichungen in dieselbe Richtung gehen wie bei der Senkung 
des Salzgehaltes in den Gelatineversuchen, d. h. die relative S.G. 
in SCN, J und NO, nimmt zu. Wir fiihren folgendes Beispiel an: 
(7) oo a kh ta US Ce 

21’ 58 81 81 79 89 29 

Wahrscheinlich kénnen physiologische und _pathologische 
Variationen des Serums auf die Salzreihen einwirken (zu den 
Versuchen wurde das Blut von verschiedenen Pferden verwendet, 
u. a. von solchen, die zur Herstellung von Antidiphtherie- oder 
Antitetanusserum benutzt wurden). 

Zusatz von HCl zu der Serum-Salzmischung wirkt etwa wie 
in den Gelatineversuchen. Unten wird die Sed. nach 30 Minuten 
in 3 Serum- + 2 isot. Salzl. (obere Reihe) + leem R. und in 
derselben Mischung + 0,5 ccm ."/;5-HCl (untere Reihe) angegeben: 


RRM REAR Igo 


sie RRNA 
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(8) SO, Cl Br NO, J SCN 
15 19,5 20 20 17 5,5 


10,5 12,5 15 17 19 9 











Es ist zu beriicksichtigen, da3 durch den Zusatz von 0,5 cem 





HCl eine Verdiinnung des Serums eintritt, die an und fiir sich 
schon stabilisierend wirkt. Die 8.G. ist in SO,, Cl, Br vermindert, 
in NO, fast unverindert und in J und SCN beschleunigt. 

Bei Zusatz von 0,9 ccm ®/,5-HCl zu je 5cem der Mischungen 







ist eine weitere Verschiebung eingetreten: 







(9) so, Cl Br NO, J_ SCN A 
2S8t. 33 31 36 42 50 39 : 
Kinleitung von CO, wirkt auf dieselbe Weise wie der Zusatz 
4 von HCl. 


Die Wirkung von HCl wird noch von den beiden folgenden 





Versuchen beleuchtet: 
i 3cem Serum + 2cem NaCl + 1 ccm R. 
i (10) KE «fF @8 ow *,,BO 
i 1 St. 30’ 70 67 60 59 




























q 3cem Serum + 2 KSCN + 1 ccm R. 

é (11) S @: 8: 02. 6 400 
q 1St.9° 24 2% 25,5 31,5 37 

ff I8St. 69 70 77,5 86,5 90,5 





In (10) Verminderung, in (11) Beschleunigung der S.G. als 
: Folge des HCl-Zusatzes. Ahnliche Resultate wurden in Gelatine- 
' lésungen erreicht. 





In den reinen Salzlésungen (5 ccm isot. Salzl. + lcem R.), 







4 wo die Stabilitat bekanntlich sehr groB ist, erkennt man etwa 
H dieselbe Reihenfolge wie in Gelatinesalzlésung: 

d (12) so, Cl Br NO, J_ SCN 

i 12St. 29,5 35,5 30 eS 2° Me 






i Folgender Versuch gibt ein Beispiel der Resultate in einer 
; Mischung 4ccm Mannit + 1 ccm isot. Salzlésung + 1 cem R.: 
3 (13) oa art wa 2 oF 





14 St. 54 


Die 8.G. ist bei dem niedrigeren Salzgehalt gréBer als bei 


33 93,5 89 87 30 







dem héheren, besonders wenn man beriicksichtigt, daB das spez. 





Gewicht der Suspensionsfliissigkeit in dem ersten Falle gréBer 






als in dem letztgenannten ist. 






Die Reihenfolge stimmt in (13) besser mit dem Versuch mit 





Gelatine in reiner isot. Salzlésung (3) als mit dem, wo die Gelatine 





6 J. Runnstrém: Einwirkung von Elektrolyten und 


in der Mischung 4 cem Mannit + 1 cem isot. Salzlésung (2) gelést 
wurde. Man kann sagen, daBb Zusatz von Gelatine zu der Salz- 
lésung ungefiihr wie eine Senkung des Salzgehaltes wirkt. 

In einigen anderen Versuchsreihen wurden die Na-Salze 
noch einiger Anionen in ihrer Einwirkung auf die Sed. gepriift: 

4cem 10proz. Rohrzuckerlésung + 1 ccm isotonischer Salzlésung, 
Gelatine etwa in der Konzentration 0,2% zugefiigt + lcem R. 

(14) Citrat SO, ©,0, ©¢,0,H,; Cl Cr0, 
11,5 12 6 70 87 10 

Wahrend die Sed. in der Acetat- und Chloridlésung schnell 
geht, findet man bei den iibrigen Anionen eine betrachtliche 
Stabilisierung. Die Reihenfolge zwischen Cl und C,O,H, ist in 
einigen Fallen die umgekehrte gewesen. Der Unterschied zwischen 
der Wirkung der beiden Ionen ist aber nicht grob. 

Bei Versuchen mit 5 ccm isot. Salzl. mit 0,2° Gelatine +- 
1 ccm R. findet man immer eine gréBere 8.G. in Acetat und Chlorid 
im Vergleich mit SO, oder Citrat; das Citrat wirkt hier aber viel 
weniger stabilisierend als das Sulfat: 

(15) Citrat SO, ,0,H, CI 
49 3 70 62 

Es besteht kein groBer Unterschied zwischen den Wirkungen 
der Kalium- und Natriumsalze. Dagegen verhalten sich Ca- und 
Ba-Salze auf eine abweichende Weise. Im groBen und ganzen 
darf man wohl sagen, daB in den Lésungen dieser Salze die Sus- 
pensionen der R. instabiler als in den Lésungen von K- und Na- 
Salzen sind. 

In Versuchen mit kleineren Salzgehalten [0,25 cem + 4,75 cem 
Gelatinemannitlésung, vgl. (1) S. 2] ist im allgemeinen die 
Aggl. friiher in CaCl, und BaCl, als in KCl eingetreten (Ba > Ca). 
Aus Versuch (2), 8.3, geht es hervor, daB auch bei Erhéhung des 
Salzgehaltes (1 ccm isot. Salzl.+4cem Mannit) Ca>K. In 


einem Versuch 2?/,ccm isot. Salzlésung + 2'/,;cem Mannit, 
0,54°% Gelatine + lecem R.: 


(16) KCl CaCl, 
25’ = 62,5 81 

In 5cem isot. Salzlésung, Gelatine 0,5—1%, ist dagegen die 

Suspension der R. etwas stabiler in CaCl, als in KCl. In 3 ccm 

Serum + 2cem isot. Salzlésung + l1cem R. liest man bei den 
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zweiwertigen Kationen eine ganz betrichtlich geringere Sed. als 
bei den einwertigen ab. 
(17) KCl NaCl CaCl, BaCl, , 

50’ 68 58 20 18 

In Ca und Ba ist hier die Geldrollenbildung schwiicher als 
in K und Na; in den erstgenannten sind die R. eher glockenférmig 
als bikonkav, die Flockung mehr unregelmaBig. 

In 4cem Mannit + 1 cem isot. Salzlésung (ohne Gelatine) 
1 1ecem R. ist die Sed. in Ca > Na, K: 

(18) NaCl CaCl, 

18 St. 22 38,5 
In isotonischen CaCl,- und BaCl,-Lésungen (5 ccm Salzl. 
leem R.) tritt keine stirkere Sed. in Vergleich mit den NaCl- 
und KCl-Lésungen hervor. Bei mikroskopischer Beobachtung 
findet man aber, daB in Ba Aggl. auf dem Objekttrager eintritt. 
(19) Nach Erwirmung auf 37° z. B. 12 St. tritt starke Aggl. in CaCl, , 
dagegen nicht in NaCl-, KCl- oder Ringerlésung ein. Hier ist im 
Gegenteil die von Fahraus') entdeckte interessante Stabilisierung 
der R. eingetreten. In 3cem Serum + 2cem NaCl + lcem R. 
ist Haimolyse der CaCl,-vorbehandelten R. eingetreten. Ringer- 
und NaCl-R. aus 37° zeigen nach 33 Minuten eine Sed. von 15, 
wahrend die K., nichtgewarmte R., schon die Sed. 98 erreicht 

haben. 

Noch einige Erfahrungen beziiglich der Wirkung der Erwarmung 
von R. seien hier mitgeteilt. 

Erwarmung in Rohrzuckerlésung wirkt nicht stabilisierend. Solche R. 
zeigen im Gegenteil in 3 cem Serum + 2 NaCl geschwemmt eine schnellere 
Sed. als die K. auf. 

In 4cem Rohrzucker + 1 com Ringerlésung tritt dagegen die Stabili- 
sierung ein und ist hier starker als bei hGherem Salzgehalt der Suspensions- 
fliissigkeit. Die Stabilitét der vorbehandelten R. wurde in 3 ccm Serum 
+ 2cem NaCl + lcem R. beobachtet. Die folgenden Zahlen geben die 
Sed. in 3cem Serum + 2ccm NaCl nach Vorbehandlung wiahrend 12 St. 
bzw. mit 


(20) leem Ringerlésung + 4 ccm Rohrzuckerlésung 10 
. S ss oe vs * 11 
99 Oo ee “s 38 


5 5, ” oO ss * 55 


Die Schwermetallsalze bzw. die Salze der seltenen Erden be- 


wirken bekanntlich auch in relativ niedrigen Konz. die Aggl. der R. 


1) Hamburger Vortrag 1920. Suspension stability of the blood. Part IV. 
g g I ) 
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Ich fiihre hier nur einige Ergebnisse meiner Studien tiber die Einwirkung 
der Schwermetallsalze an. Bei Zusatz von CdCl, und in etwas weniger aus- 
gesprochenem MaBe von ZnSO, zu 3 ccm Serum + 2 ccm NaCl (1 cem R.) 
beobachtet man zuerst eine Zone schwach gesteigerter 8.G. (bei CdCl, 
0,02—0,2 Millimol); dann folgt ein Konzentrationsbereich (CdCl, 0,4—2,8 
Millimol) von ausgesprochen stabilisierender Wirkung (Sed. z. B. in K. 50, 
in 1 Millimol CdCl, 7); das stabilisierende Bereich erstreckt sich bei CdCl, 
ungefahr von 0,4—3 Millimol. Bei noch héherer Konzentration tritt die 
starke Aggl. ein. In ZnSO, ist die Stabilisierung weder so stark (héchstens 
1:2), noch streckt sich dieselbe iiber ein so groBes Konzentrationsbereich 
(etwa 0,6—1,5 Millimol); die starke Aggl. tritt hier etwa bei 2 Millimol ein. 
Kine noch weniger ausgesprochene stabilisierende Zone darf man vielleicht 
auch FeCl, zuschreiben. 

Wenn man die Wirkung der Schwermetallsalze in NaCl- und in Mannit- 
lésung vergleicht, findet man eine ungleich viel starkere aggl. Wirkung in 
der letztgenannten Lésung. Arrhenius*) bemerkt schon, daB NaCl die 
Aggl. durch Schwermetallsalze hindert. Zu je 5ccm 0,02 Millimol CdCl, 
enthaltende 5,3 proz. Mannit- und 5 ccm 0,9 proz. NaCl-Lésung und 5 ccm 
Mischungen von diesen 0,05 com R. In Mannit nach 2’ eintretende Flockung. 
Mit steigendem NaCl-Gehalt Steigerung der Stabilitat (in 3 NaCl + 2 Mannit 
z. B. erst nach 20’ feine Flockung). Werden die in Mannit gewaschenen R. 
wahrend etwa 48 St. in Mannit aufbewahrt, andert sich das Verhalten 
der R. auf eine radikale Weise. Nun tritt bald in dem geschilderten Versuche 
eine grobe Flockung bei den héheren NaCl-Konzentrationen ein; in Mannit 
und den 0,2—0,5cem NaCl enthaltenden Mischungen ist dagegen die 
Aggl. verzégert (ist z. B. in einem Versuche erst nach 40’ eingetreten). 
Kine ahnliche Beobachtung wie die soeben geschilderte ist von Kiirten 
(l. c. oben 8S. 1) erwihnt worden. 


II. Einflu8 der Salze auf die Siureagglutination der roten Blut- 
kérperchen. 

Es ist oben erwihnt worden, daB die flockende Wirkung der 
Kolloide (Gelatine, Serum) bei Abnahme des Salzgehaltes der 
Suspensionsfliissigkeit wachst. Dasselbe gilt, wie erwaihnt, auch 
fiir die flockende Wirkung der Schwermetallsalze. Ein ahnliches 
Verhaltnis findet man bei der Flockung durch Saéure, wie schon 
Rohonyi?) beilaufig erwahnt hat. 

Wir haben vor allem die Einwirkung von NaCl untersucht. Ver- 
schiedene Mischungen von isotonischer Rohrzucker- und NaCl-Lésung 
wurden hergestellt, zu je 5 ccm der Mischungen wurden 0,2 ccm ®/,9-NaHCO, 
und weéchselnde Mengen "/.9-HCl gesetzt; p, wurde elektrometrisch 


bestimmt. In jede Réhre wurde dann 1 ccm gewaschener R. gesetzt. 
Die Aggl. wurde an ausgenommenen Proben mikroskopisch beobachtet. 


1) Meddel. K. Vetensk.-Akad. s. Nobelinst. 1. 1909. 
2) Kolloidchem. Beih. 8, 337. 1916. 
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Die [H.], bei der die geflockten R. mittels Druck des Deckglases spindel- 
formig ausgezogen werden konnten, wurde als die agglutinierende be- 
trachtet. 
(1) OO Dt 6. eee 6 3 1 0,5 com 

10% Rohrzucker. . 0 2 4 By us 

Pu bei der Aggl.. . 2,36 2,925 3,21 3,91 ,, 

Dieselbe GesetzmaBigkeit wurde bei Gelatinezusatz beobachtet 

In einem Versuche mit 0,1°% Gelatine in NaCl-Mannit- 
mischungen wurde die Aggl. bei Zufiigung der folgenden HC\- 
Mengen beobachtet: 

(2) 0,9% NaCl 2 0,25 ccm 
5,3% Mannit : E76. 50 
2/.9-HCl . ‘ oo 

Der pq-Wert der Aggl. ist verschieden bei Zusatz von Gela- 
tine und ohne diesen Zusatz. 

4ccm NaCl + 1 ccm Rohrzucker + Gelatine + HCl + 1 cem R. 

(3) % Gelatine. . . . 0,6 0,4 0 
Py bei der Aggl. . 3,93 3,345 2,86 

Gelatinezusatz bringt die R. der Aggl. niher. Es ist deshalb 
wahrscheinlich, daB die Geldrollenbildung, die schon in den Gela- 
tinelésungen stattfindet, nur dem Grade nach von der Aggl. 
durch Saure verschieden ist. Vielleicht mu8 man doch bei dem 
letztangefiihrten Versuche beriicksichtigen, daB die Gelatine- 
lésung durch den Siaurezusatz verindert wird, Veriainderungen, 
die eine Verstaérkung der Flockung méglicherweise herbeifiihren 
kénnten. 

Bei der hier angewendeten R.-Konzentration ist bei An- 
wesenheit der Salze der einwertigen Kationen keine nach 2 Seiten 
begrenzte Flockungszone bei Zusatz von HCl vorhanden. Bei 
Erhéhung der [H.] iiber die eben agglutinierende tritt nur eine 
Verstiirkung der Aggl. und Himolyse ein. In BaCl, und CaCl, 
zeigen die R. dagegen eine allerdings nicht sehr scharf abgegrenzte 
Zone maximaler Flockung. Sowohl bei Senkung als Erhéhung 
der [H’] tritt Stabilisierung ein. 


III. Sedimentierungsgeschwindigkeit und Resistenz der Blutkérper. 


Es hat sich herausgestellt, daB eine auffallende Uberein- 
stimmung zwischen der 8.G. und der Himolyse der R. durch 


starke Hypotonie besteht. Je schneller die Sed., desto geringer 
ist die Resistenz. Die R. (0,2—0,6 ccm) wurden in 5 ccm Salz- 
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lésung von 4 = 0,28° geschwemmt. In den Salzlésungen wurde 
etwas Gelatine (1°) gelést, die als Puffer dient. 


Himolyse : 
(1) KBr > KCl > KNO;> KJ > KSCN > K,SO, 
volist. nach _-vollst. nach 20 St. etwa 20 St. 
2—3’ 5—T7’ 70% < 50% 


Die anfangende Haimolyse ist in NO, und J zum erstenmal 
nach 55 Minuten, in SCN und SO, nach 2 St. notiert worden. 

Die héhere Resistenz in SO, als in Cl ist schon seit den Unter- 
suchungen Willerdings') ein bekanntes Verhiltnis. 

Ganz dieselbe Reihenfolge wie die oben angegebene findet 
man in den Salzlésungen ohne Gelatine; die Himolyse geht hier 
etwas langsamer als bei Gelatinezusatz. 

Die colorimetrische Verfolgung der Himolyse wurde bisweilen 
durch Zihlung der Blutkérperchen nach einer gewissen Zeit 
in einer Zahlkammer kontrolliert. Es wurde z. B. in einem Ver- 
such mit Salzlésungen ohne Gelatine gefunden, daB die KSCN- 
Lésung nach 25 Minuten rund 3mal so viele Blutkérperchen 
wie die KBr-Lésung nach 8 Min. enthielt. 

Bei schwacherer Hypotonie als die in den angefiihrten Ver- 
suchen herrschende ist die Reihenfolge bei der Himolyse eine 
andere. In Salzlésungen von A = 0,45 
(2) SCn>J> NO,, Br> SO, > Cl (2—3 Tage im Eisschrank). 
Diese Reihe stimmt gut mit derjenigen, die Héber?) bei derselben 
Versuchsanordnung bei Rinderblutkérperchen erhalten hat. 

Von Na-Salzen wurde die Wirkung hypotonischer (4 = 0,28), 
Acetat- und SO,-Lésung mit 1°/,Gelatine) gepriift. Die Reihe ist hier : 
(3) Acetat > Cl = S0,. 

Die Kationen ordnen sich bei der Himolyse durch starke 
Hypotonie in der Reihe: Ba > Ca> Mg > K. 

Ahnliche Salzreihen wurden bei Hamolyse durch NH,Cl 
beobachtet. 


2cem 0,9proz. NH,Cl mit 1% Gelatine + 3 ccm isotonischer Salz- 
lésung + 0,5 cem R., Hamolyse: 


(4) KBr > KCl >NO,>J >SCN>SO, 
volist. nach 80% nach sichtbar nach 20 St. 
25’ 42’ 85’ schwach 


1) Inaug.-Diss. GieBen 1897. 
2) Diese Zeitschr. 14, 209. 1908. 
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(5) BaCl, > CaCl, > KCl > NaCl 
volist. nach vollst. nach 85°, nach 75% nach 
17’ 32’ 65’ 65’ 
Die angefiihrten Versuche (4) und (5) mit An- und Kationen 
sind mit Blut von 2 verschiedenen Aderlissen gemacht. 
Versuch mit Na-Salzen 4 ccm isotonische Salzlésung mit Gelatine 
+2ccem NH,Cl + 0,2 ccm R. 
(6) Acetat > Cl > SO,, Citrat 
vollst. nach 5’ 1 St. 70% 20 St. keine Hiamolyse. 


Auch in Oxalatlésung geht die Hiamolyse bei derselben 


Versuchsanordnung sehr langsam. 

Zu den mitgeteilten Versuchen ist zu bemerken, dab die R. 
in SO, resistenter sind, als bei vollkommenem Parallelismus von 
Himolyse und §.G. zu erwarten wire; Acetat gibt im Verhiltnis 
zu Cl eine geringere Resistenz als zu erwarten. 

Die Erwairmung der Blutkérperchen bei 37° stabilisiert, wie 
schon erwahnt, nach Fahreus héchst bedeutend, vgl. I (19), 
S. 7. Ebenso ist die Hamolyse durch Hypotonie und durch Zu- 
satz von NH,Cl stark verzégert. 

(7) Blutkérperchen wurden in Ringer- und NaCl-Lésung 
bei 37° 12 St. (ohne Schiitteln) gehalten. Die Hiamolyse der ab- 
zentrifugierten und in 0,45proz. NaCl geschwemmten Blut- 
kérperchen wurde mit der Himolyse in 0,45 proz. NaCl der im 
Eisschrank aufbewahrten Blutkérperchen von demselben Ader- 
lasse verglichen. Bei den letztgenannten nach 5 Min. 30 Sek. 
vollstiindige Hiimolyse; nach 70 Min. war die Himolyse bei den 
wirmebehandelten Blutkérperchen noch nicht vollstandig. 

(8) In einem ahnlichen Versuche wurden die Blutkérperchen 
in 0,95 proz. KBr (4 = 0,28) geschwemmt. Nach 30 Min. K., 
nach 45 Min. die wirmebehandelten Blutkérperchen gezahlt 
(je 30 Felder der Zahlkammer). Mittel im ersten Falle 3, im 
zweiten 51. 

Nach Brinkman und van Damm!) sind die Blutkérperchen 
in einer equilibrierten Salzlésung resistenter gegen Hypotonie als 
in Serum. Ich habe dieselbe Erfahrung wie die zitierten Verfasser 
mehrfach gemacht. 


(9) Im Gegensatz zu diesen bin ich der Ansicht, daB auch Gelatine die 
Resistenz erniedrigt; 0,2 cem R. in 5 cem 0,6 proz. NaCl- und in 0,6 proz. 


1) Diese Zeitschr. 108, 35. 1920. 
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NaCl-Lésung mit 0,5% Gelatine. Nach 4 St. 30’ 0,5 cem der geschiittelten 
Suspensionen in 5 cem isotonischer K,SO,. Je 100 Felder einer Zahlkammer 


> 


ergab das Verhiltnis zwischen der Zahl der R. in den beiden Fallen. In 


einem Versuch wurde 0,2 com NaHCO, sowohl zu der Salz- wie zu der 


€ 


2 
Gelatine-Salzlésung gesetzt. Das Verhaltnis war hier sehr nahe T° Nun 


ist es zuzugeben, daB die angewendete Gelatine trotz mehrwéchentlicher 
Waschung noch Spuren von Ca enthielt. Bei der NaCl-Konzentration 
0,6% beschleunigt aber Zusatz von 0,008 —0,025°% CaCl, die Himolyse nicht. 

Bei niederer NaCl-Konzentration (z. B. 0,45°%) wirken dagegen diese 
CaCl,-Konzentrationen schon beschleunigend. 


IV. Besprechung der Ergebnisse iiber Elektrolyteneinwirkung. 


Die Wirkungen der Elektrolyte auf die Stabilitat der R. sind viel- 
leicht am besten auf Grund der elektrischen Theorie der Aggl. verstindlich. 
Die Ladung der R. ist demnach in elektrolytarmen Lésungen schwach, 
dieselbe nimmt aber mit dem Gehalt der Lésung an Alkalisalzen zu. Auf 
diese Weise kénnen die Beobachtungen Rohonyis'), Radsmas?) und 
unsere oben mitgeteilten Versuche iiber die Wirkung der [H’] auf die Aggl. 
der R. in verschiedenen NaCl-Konzentrationen gedeutet werden. 

Zur Erklarung der Wirkungen der Alkalisalze auf die Stabilitat der 
R. liegen 2 Méglichkeiten vor. Die R. sind permeabel fiir die Anionen, 
nicht aber fiir die Kationen der untersuchten Elektrolyte. Es entsteht hier- 
durch eine elektrische Doppelschicht in der Zellenoberflache. Die Anionen- 
permeabilitat ist ja durch zahlreiche Untersuchungen (vgl. Héber, Physi- 
kalische Chemie der Zelle usw., 4. Aufl. S. 603—605) wahrscheinlich 
gemacht. Besonders nach CO,-Einleitung soll die Anionenpermeabilitat 
erhéht sein. Bei der zweiten Erklirung (Rohonyi, |. c.) nimmt man eine 
Adsorption der Elektrolyte, speziell der Anionen, an die Oberfliche der R. 
an. Es scheint, daB die letztgenannte Annahme unsere Ergebnisse am 
besten unter einen Gesichtspunkt bringen. Die folgenden Uberlegungen 
beanspruchen nur einen Beitrag zur Diskussion des Problems zu bringen; 
eine vollstandige Theorie diirfte es noch unméglich zu geben sein. 

Die héhere Resistenz gegen H’-Aggl. bei Erhéhung des NaCl-Gehaltes 
[Abt. II, Versuch (1)] hangt nach der Auffassung, der wir folgen, mit einer 
Erhéhung der negativen Ladung der R. durch Anionenadsorption zusammen. 

Héber (zit. nach 8. 601 Héber, Physikalische Chemie der Zelle usw., 
4. Aufl.) hat gefunden, daB die R. in schwachen NaCl-Lésungen bei Einlei- 
tung von CO, umgeladen werden. Bei Erhéhung des Salzgehaltes (0,8°% 
NaCl) tritt die Umladung nicht ein. Diese Tatsache stimmt prinzipiell 
mit unseren Ergebnissen iiber die Wirkung der [H'] auf die Aggl. iiberein. 
Bei den héheren Salzkonzentrationen ist wahrscheinlich eine héhere [H’] 
als bei den niederen zur Umladung der R. notwendig. Héber hat die Anionen- 


1) Kolloidchem. Beih. 8, 337. 1916. 
2) Diese Zeitschr. 89. 1918. 
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permeabilitét als Erklarung des Verhaltens der R. herangezogen. Die 
Erscheinung wird aber einfacher erklirt, wenn man die negative Ladung 
der R. als Folge einer Anionenadsorption betrachtet. Bei Erhéhung der 
NaCl-Konzentration wird die Ladung der R. erhéht. 

Eine sehr auffallende Ahnlichkeit mit dem Verhalten der R. zeigt 
nach den Untersuchungen von Michaelis und Rona?) die Wirkung fremder 
Elektrolyte auf die Flockung von hitzedenaturiertem Serumalbumin durch 
H. Die [H’] der Flockung kann durch Salzzusatze verschoben werden. 
Alle Anionen, die iiberhaupt verschieben, erhéhen die H’-lonenkonzentration 
bei der die optimale Flockung eintritt, vgl. die Einwirkung von NaC! auf 
die Saéureaggl. der R. 

Verschiedene Anionen haben nach Michaelis und Rona eine ver- 
schiedene Wirkung auf die Lage des Flockungsoptimums des hitzedena- 
turierten Serumalbumins; man findet die Reihe: Cl < Br, ClO, < J, 
NO, < CNS. Ich habe bei R. Versuche auch mit KSCN ausgefiihrt. Wenn 
ich von den salzirmeren Mischungen absehe, ist die Aggl. bei derselben 
HCl-Zusatz wie in NaCl-Versuchen schwicher geworden. 

Die soeben angegebene Anionenreihe aus den Versuchen von Rona 
und Michaelis stimmt sehr gut mit den Reihen, die dieselben Verfasser 
(ib.) bei Versuchen iiber die Adsorption von Elektrolyten durch Kohle 
gefunden haben. Sie geben hier fiir die Anionen die folgende Reihe an: 


SO, < HPO, < (Cl < Br < NO, <J < CNS < OH. 


Wenn die Anionenpermeabilitat fiir die Stabilitat der R. verantwort- 
lich ware, sollte man einen Parallelismus zwischen der Permeabilitat und 
der stabilisierenden Wirkung der Ionen finden. 

Ege*) hat neuerdings die Permeabilitaét verschiedener NH,-Salze 
untersucht. Beziiglich der Eindringungsgeschwindigkeit verschiedener 
Anionen kommt er (S. 165) zu dem folgenden durch relative Zahlen aus- 
gedriickten Resultate: SO, 1, (COO), 2,5, CrO{ 10,8, NO; 10,5, Br’ 13,5, 
HCO, 20, Cl 30. CH,COO' > Cl, Tartrat- und Citrationen dringen tiberhaupt 
nicht ein. Leider fehlen hier mehrere fiir einen Vergleich mit unseren Resul- 
taten wichtige Ionen. Man findet jedoch, daB die Permeabilitaét und die 
stabilisierende Wirkung gar nicht parallel gehen, eher herrscht zwischen 
beiden ein umgekehrtes Verhialtnis. Die Anionen stabilisieren in den salz- 
reicheren Lésungen etwa nach der Reihe: SCN > J> NO, > Cl> Br, 
Acetat [I (3), (15)]. Fiir die Permeabilitat findet man nach den angefiihrten 
Ergebnissen Eges die Reihe: Acetat > Cl > Br> NO,. SO,, (COO),, 
Citrat (und nach einigen Versuchen) auch Tartrat, die nicht oder sehr lang- 
sam eindringen, wirken auch stabilisierend [I (14)] [bei hdherem Salzgehalt 
tritt in Citrat eine relativ stirkere S.G. ein I (15)]; CrO, dringt nach Ege 
10 mal schneller als SO, ein, hat aber etwa dieselbe stabilisierende Wirkung. 
Es wire von Interesse, die Permeabilitat der SCN- und J-Ionen zu kennen, 
von denen vor allem der erstgenannte eine so ausgepragte Wirkung auf 


1) Diese Zeitschr. 94, 225. 1918. 
2) Studier over Glukosens Fordeling ect. Disp. Kébenhavn 1919. 
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die 8.G. hat. Jedenfalls haben sie nach unseren Versuchen eine stark 
hemmende Wirkung auf die Permeabilitét fiir Wasser, vgl. LIT. 

Wenn die Anionenpermeabilitat fiir die Stabilisierung der R. verant- 
wortlich ist, sollen Saéiuren eine stabilisierende Wirkung ausiiben. Dies 
scheint nun in der Tat nach einigen Angaben von Linzenmeier?*) (CO,- Ein- 
leitung) und Fahreus (Stability 8. 151, Zusatz von H,SO,) zu sein. Ein- 
leitung von CO, in defibriniertes Ziegenblut wirkt nach eigener Erfahrung 
zu einem gewissen Grade stabilisierend. Nach 24 St. K. 7, CO,-Blut 5,8 mm. 
In diesen Versuchen sind die Verhaltnisse sehr kompliziert. 

Die Wirkung des Zusatzes von HCl zu Gelatinelésung oder Serum 
ist durch die Versuche I (5), (8), (9), (10), (11) beleuchtet worden. Es geht 
aus diesen hervor, daB die R. bei der Gegenwart verschiedener Anionen 
ein verschiedenes Verhalten zeigen; in SO,, Cl, Br tritt Stabilisierung, in 
J, SCN Beschleunigung der 8.G. ein; in NO, ist die Verainderung gering. 
Die Verhaltnisse kénnen nicht durch die Anionenpermeabilitét einheitlich 
erklart werden. 

Man findet eine nicht zu verkennende Ubereinstimmung zwischen 
stabilisierender Wirkung und Adsorption der Anionen durch Kohle, wie 
diese durch die zitierte Untersuchung von Rona und Michaelis (1. c. oben 
8. 13) bekannt ist. Einige Divergenzen zwischen Adsorptions- und Stabili- 
sierungsreihen sind doch vorhanden. In der letzteren hat SO, und iiberhaupt 
die zweiwertigen (und dreiwertigen: Citrat), soweit sie untersucht sind, 
eine andere Stellung als in der erstgenannten Reihe. Auf Grund der elek- 
trischen Theorie der Flockung ist dies ja nicht schwer verstindlich. Diese 
héherwertigen Anionen vermégen es der R.-Oberflache eine relativ héhere 
Ladung zu geben, auch wenn sie weniger stark als die einwertigen adsorbiert 
werden. Die hohe Resistenz gegen Hypotonie und NH,Cl-Wirkung in SO,, 
Oxalat usw. deuten daraufhin, daB diese Ionen eine verdichtende Wirkung 
auf die R.-Oberflache ausiiben. Es ist wohl méglich, daB eine solche Ver- 
anderung sekundir auf das Potential der Oberfliche erhéhend wirken kann. 
Die unten mitgeteilten Versuche iiber die Wirkung der Narkotica geben 
ebenfalls zu dieser Vorstellung Veranlassung. Der Unterschied zwischen 
der 8.G. in 4cem Mannit + 1 com KCl und in 4 com Mannit + 1 ccm KSCN 
ist sehr groB I (13). Werden die Suspensionen wiederholt aufgeschiittelt, 
gleicht sich der Unterschied in den beiden Salzen aus. Wahrscheinlich werden 
die R. auf eine solche Weise veriindert, daB die Adsorption von SCN in der 
Oberflaichenschicht allmihlich schwacher wird. 

8. Schou (unveréffentlicht) hat durch direkte Analysen gefunden, 
daB aus den Mischungen 4 ccm Mannit + 1 ccm KCl bzw. 4ccm Mannit 
+ l1eem KSCN etwas mehr SCN als Cl von den zugesetzten R. aufgenommen 
wird. 

Rohonyi (Il. c. oben S. 12) hat die Einwirkung verschiedener Anionen 
auf die Permeabilitat der R. fiir NaNO, untersucht und findet dabei die 
Reihe: 

80, <Cl< J < NO, < Oxalat < SCN. 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 186, 272. 1921, vgl. S. 280. 
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Rohonyi deutet die Wirkung der Anionen als Folge einer Verdran- 
gung der NO,-Ionen von der Zelloberfliche. 

Die verschiedenen Anionen haben auch eine verschiedene Wirkung auf 
die R.-Form; 0,5 cem R. in 5 cem Salzlésung; Untersuchung der Form auf 
in der Flamme entladenen Objektglasern, vgl. Brinkman und v. Damm!), 
nach denen die Reibungselektrizitat des Glases die Ursache der Entstehung 
der Kugel- oder Stechapfelform in einer NaCl- oder equilibrierten Salzlésung 
ist. In KSCN findet man aber die Kugelform (oder Stechapfelform). Dies 
gilt sowohl fiir Pferde- wie Menschen-R. In KJ (Versuche an Pferde-R.) 
herrscht die Stechapfelform vor (wenige plump bikonkave R.), in KNO, 
ist die Zahl der plump bikonkaven R. gréBer; in KBr die gréBte Anzahl 
der R. schén bikonkav < KCl, nur wenige R. sternférmig < K,SO,, 
bikonkave oder glockenférmige R. Beziiglich der R.-Form wirken die 
Anionen deutlicherweise nach der Reihe SCN > J > NO, > Br > Cl> S0,. 

Nicht nur eine Reibung (Glas +), sondern auch eine Aufladung des 
Glases von einem Elektrophor bewirkt die Verinderung der R. in NaCl, 
KCl oder Ringerlésung. Es ist also wirklich die Frage von einer Wirkung 
der elektrischen Ladung. Positive und negative Ladung haben aber dieselbe 
Wirkung. Es ist sicher nicht die Frage von einer direkten Aufladung der 
R. durch die Elektrizitat des Glases. Wahrscheinlich handelt es sich um 
eine kolloidchemische Verainderung der R.-Oberfliche, die, wie soeben 
gezeigt, unter der Einwirkung gewisser Ionen direkt eintritt. Auch in der 
Ringerlésung findet man manchmal zahlreiche stechapfelférmige Pferde-R. 
auf ungeladenem Glase. Verminderung der R.-Konzentration scheint die 
Verainderung zu begiinstigen. Interessant ist, daB eine Erhéhung der 
Ladung (sowohl + als —) des Glases (Ladung von einer Elektrizitats- 
maschine) eine Tendenz zur Aggl. der gewaschenen Pferde-R. bewirken 
kann. Diese Aggl., die wohl ebenfalls als der Ausdruck einer kolloidchemi- 
schen Veranderung der R.-Oberfliche aufzufassen ist, tritt nicht in Na,SO, 
oder K,SO, (auch nicht in Oxalat, Tartrat, Citrat) ein. Man stelle diese 
Beobachtung mit unserer SchluBfolgerung (S. 14) zusammen, daB SO, die 
Oberflache der R. verdichtet. KSCN scheint dagegen nicht gegen diese 
Aggl. zu schiitzen. 

Die aggl. Wirkung der Schwermetallsalze, der H’', Ba’’ usw. wire gemaB 
der hier vertretenen Auffassung als die Folge einer Adsorption der positiven 
Ionen an die R.-Oberfliche aufzufassen. Rona und Michaelis (I. c. 8. 13) 
geben folgende Reihe fiir die Adsorption der Kationen an: 

K, Na, NH, < Ca, Mg < Zn < Cu < Al <H. 
Beziiglich der Aggl. durch Schwermetalle habe ich die Reihe: Al, Cu > Zn 
> Cd beobachtet. 

Zwischen den flockenden Kolloiden und den Salzen besteht eine 
Konkurrenz um die Oberfliche der R. Je mehr man den Salzgehait senkt, 
desto stirker tritt die Kolloidwirkung hervor [I (1)]. 

Ich teile noch folgendes mit. In einer 0,4proz. Gelatinelésung 
in 0,9% NaCl tritt nur eine sparliche Geldrollenbildung ein. Bei derselben 


1) Diese Zeitschr. 108, 52. 1920. 
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Gelatinekonzentration in 2ccm NaCl + 3ccm Mannit ist eine sehr schéne 
Geldrollenbildung eingetreten. In 1 cem NaCl + 4ccm Mannit mit 0,4% 
Gelatine ist die Geldrollenbildung sehr stark mit einer Tendenz zur Klumpen- 
bildung iiberzugehen, die man bei starker Aggl. findet. 

Erhéhung der Kolloidkonzentration (z. B. Gelatine) wirkt wie eine 
Senkung des Salzgehaltes. Es ist aus den angefiihrten Tatsachen wahr- 
scheinlich, daB die Kolloide starker als die Salze an der R.-Oberflache 
adsorbiert werden und dabei die Salze von dieser verdrangen; eine Ver- 
minderung der Ladung und damit der Stabilitat wird die Folge. Auf eine 
verminderte Ladung deuten die zahlreichen Kataphoreseversuche von 
Linzenmeier (I. c. oben 8S. 1). Ebenso unsere Ergebnisse iiber den Ein- 
flu8 von Gelatine auf die Saureaggl. 

Coulton!) findet, daB die negative Ladung, die von sensibilisierten 
R. getragen wird, kleiner ist als die der nichtsensibilisierten. 

Bei der von uns vertretenen Auffassung braucht man nicht eine 
Entladung nur durch die Wirkung positiv geladener Kolloide anzunehmen 
(vgl. Linzenmeyer). Nach Fahreus (Stability S. 148) hat z. B. Na- 
Caseinat eine stark beschleunigende Wirkung auf die 8.G. der R. 

F Ahreus*) hat nachgewiesen, daB die verschiedenen EiweiBfraktionen 
des Plasmas eine sehr verschiedene Wirkung auf die 8.G. der R. ausiiben: 
Fibrinogen > Globulin > Albumin. 

Es scheint durch die Versuche und Uberlegungen von Fihreus 
wahrscheinlich, daB die EiweiBfraktionen als solche und nicht als Trager 
von ,,Agglutininen“ wirken. Es besteht doch eine allzu auffallende Analogie 
zwischen der Wirkung der viscéseren EiweiBfraktionen des Plasmas und 
der von Kolloiden wie Gelatine, Na-Caseinat, Na-Nucleinséure; von der 
letzteren habe ich wie F Ahre us eine stark flockende Wirkung beobachtet. 
Unerklart bleibt immerhin noch die von Fihrzus untersuchte Stabilisie- 
rung in dem Gebiet der Kérpertemperatur. — Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB auch andere stark adsorbierbare Kolloide als die EiweiSstoffe eine 
Beschleunigung der 8.G. bewirken. Beziiglich der Bedeutung des von 
Kiirten*) untersuchten Cholesterins sei bemerkt, daB dieser Stoff in einer 
groBen Zahl der pathologischen Zustinde mit beschleunigter S8.G., nicht 
vermehrt ist‘). 

Wenn unsere Auffassung iiber die Wirkungsweise der Kolloide richtig 
ist, soll eine stérkere Adsorbierbarkeit der starker hydralisierten EiweiB- 
stoffe vorliegen. Ich kann nur auf eine Angabe von J. Christiansen ®) 
hinweisen, nach der das ionische (hydratisierte) Eiwei8 eine verstarkte 
Adsorbierbarkeit an Filtrierpapier zeigt. 


1) Journ. of gen. physiol. 3, 309. 1921. 

*) Hamburger Tagung d. Dtsch. physiol. Ges. 1920, Stability S. 114 u. f. 

3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 185, 248. 1920. 

*) B. Majola, Fol. med. 6. 1920. Zit. nach Ber. iib. d. ges. Physiol. 
6, 526. 1921. 

5) Diese Zeitschr. 47, 226. 1912. 
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Mehrere der unter I. genannten Versuche haben die Aufgabe gehabt, 
den Gedanken Fahrwus’ von der Bedeutung der Hydratation der Eiwei8- 
stoffe fiir ibre Wirkung auf die 8.G. zu priifen. Man kann aber nie zwischen 
der Wirkung auf die Kolloide auBerhalb der R. und der Wirkung auf die 
R. selbst sicher unterscheiden (vgl. V.). Bei Zusatz von kleinen Salzmengen 
{1 (1)] zu einer Gelatine-Mannitlésung erhalt man zwar die Reihe SCN > J 
> NO, > Br> Cl> SO,, die mit der Einwirkung auf die Hydratation 
stimmt. Bei dem Vergleich zwischen Ca und Ba und K stimmt die 8.G. 
nicht langer mit der Wirkung auf die Hydratation der Gelatinelésung. 
Wabhrscheinlich hat man hier schon eine direkte Wirkung der entladenden 
zweiwertigen Kationen, die sich zur Wirkung der Gelatine addiert. 

Zusatz von CaCl, und BaCl, zu dem Serum stabilisiert mehr als der 
Zusatz von NaCl oder KCl [I (17)]. Hier liegt wahrscheinlich vor allem eine 
Wirkung auf das Serum vor. 

In ziemlich umfassenden Versuchsreihen habe ich die Wirkung von 
dem Zusatz kleiner Mengen Ziegenserum zu Pferdeserum auf die 8.G. der 
R. des Pferdes gepriift. 


3cem Pferdeserum + Ziegenserum + 2cem NaCl + 1,5 cem R. 


0 0,01 0,025 0,05 0,1 0,15 cem Ziegenserum 
43’ 50 62 61 78 98 90 


Die 8.G. nimmt durch den Zusatz des Ziegenserums bedeutend zu. 
Steigert man den Gehalt an diesem noch mehr, nimmt die 8.G. weiter zu. 


0 0,25 0,6 0,9 ccm Ziegenserum 
32’ 31 76 78 78 


Ein ganz anderes Resultat erhalt man bei Aufbewahrung der Mi- 
schungen in 36—37°, im folgenden Versuch waihrend 19 St. Man findet nun 
eine ausgepragt stabilisierende Wirkung des Zusatzes von Ziegenserum. 

K. 0° K. 37° 0,3 0,6 0,9 cem Ziegenserum 

8 St. > 110 21,5 11,5 105 6,5 
Die 8.G. wurde bei 18° beobachtet. 

Auch wenn man kleine Mengen Ziegenblut dem Pferdeblut zusetzt, 
findet man nach der Warmebehandlung eine stabilisierende Wirkung des 
abzentrifugierten Pferdeserums + Ziegenserum, wenn frische R. darin 
geschwemmt werden. Eine ganz ahnliche Wirkung wie das Ziegenserum 
hat der Zusatz von Diphtherietoxin. 

Wir haben uns oben auf den Boden der elektrischen Theorie der 
Flockung der R. gestellt. Tatsichlich hat diese ja eine experimentelle 
Stiitze in den Arbeiten von Héber'), Mangin und Henri?), Landsteiner’), 


2 


Kozawa*‘), Faihreus®), Linzenmeier®). Es liegt aber in der Kompliziert- 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 627. 1904; vgl. Physik. 
Chemie d. Zelle usw. 8S. 600. 

2) Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 56, 866. 1904. 

3) Diese Zeitschr. 50, 176. 1913. 

4) ib. 60, 146. 1914. 

5) ib. 98, 355. 1918. 

6) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 181, 169. 1920; 186, 272. 1921. 
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heit der Erscheinung, daB mehrere Gesichtspunkte fiir das Problem in Betracht 
gezogen werden kénnen. Die Ladung muB doch von auBerordentlich wichtiger 
Bedeutung sein, da diese teils direkt, teils indirekt, durch Wirkung auf 
Oberflichenspannung und Bildung der Hydrathiille (vgl. Fahreus, 
Stability S. 153), das Phinomen beeinfluBt. Die Bedeutung der Hydrat- 
hiille ist von Herzfeld und Klinger’) und von Fahreus_betont 
worden. Der Beweis fiir die Existenz der Hydrathiille ist der EinfluB der 
R. auf die Viscositét des Blutes (Fahrzus, Stability S. 153). Es ist nun 
zuzugeben, daB die Hydrathiille auch durch andere Faktoren als die Ladung 
beeinfluBt werden kann. Es ist z. B. denkbar, daB eine Anderung der 
chemischen Zusammensetzung der Oberfliche der R. einen EinfluB aus- 
iiben kénnte. 

Brinkman und v. Damm (Lc. oben 8. 11) geben an, da8 durch 
eine physiologisch equilibrierte Salzlésung (NaCl 0,7, NaHCO, 0,18%, 
KCl 0,02%, CaCl, 6 aq. 0,02%) Lecithin aus den R. ausgewaschen wird. 
Die Versuchsergebnisse der Verfasser, wie sie vorgelegt sind, berechtigen 
aber zu dieser SchluBfolgerung nicht. Die von den Verfassern versprochenen 
quantitativen Ergebnisse miissen abgewartet werden. Ich bezweifle aber 
nicht, daB durch ein wiederholtes griindliches Auswaschen die R. allmahlich 
verindert werden, wie aus den Ergebnissen Atkins?) zu schlieBen ist. 
Atkins hat eine Aggl. der gut gewaschenen R. verschiedener Tiere in 
0,9°% NaCl (1° Suspension 37°, 3 St.) beobachtet. An den R. des Pferdes 
habe ich diese Angaben nachgepriift und bestatigt. Die R. sind in diesem Fall 
bikonkav oder glockenférmig. Es ist eine Verinderung der R. eingetreten, 
die wahrscheinlich ahnlicher Natur ist wie diejenige, die bei Aufbewahrung 
in Mannit eintritt (vgl. oben S. 8). 

In einer Hinsicht haben die Kolloide eine, wie es scheint, ihnen eigene 
Wirkung. Nur bei der Gegenwart von Kolloiden, wie Plasma, Serum, 
Gelatine, tritt eine Geldrollenbildung ein. In einer kolloidfreien Lésung 
tritt die Flockung unter der Form von Klumpen auf. Dieser Unterschied 
kann ja nicht durch die Ladungshypothese erklairt werden. 

Linzenmeier kommt in seiner letzten Abhandlung (l.c. oben S. 1) 
zu einer anderen und zwar geringeren Bewertung der elektrischen Ladung 
der R. fiir ihr Sedimentierungsvermégen als friiher“. Aus seinen Versuchen 
geht wohl doch hervor, daB Gelatine die Ladung der R. herabsetzt. Albumin 
setzt zwar die Ladung der R. herab, aber wahrscheinlich in geringerem 
Grade als Gelatine (vergleichende Versuche iiber die Entladung durch H’ 
miissen hier gemacht werden. In Linzenmeiers Versuchen mit La” 
kennt man bei Anwesenheit von Kolloiden nicht die Konzentration der 
freien La’"’). Am wichtigsten ist der Staérkeversuch Linzenmeiers (S. 284), 
worin héhere 8.G. aber unveranderte Ladung festgestellt wird. Hier ist an 
eine Beeinflussung der Hydrathiille zu denken, vielleicht in dem Sinne, 
wie sich Faihrzus die Sache vorstellt (vgl. Stability S. 153). 


1) Diese Zeitschr. 87, 37. 1918. 
*) Zeitschr. f. Immunititsforsch. u. exp. Therap. 1. 1909. 
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V. Uber den Einflu8 einiger Narkotica auf die Senkungs- 
geschwindigkeit der Blutkérper. 


Durch die folgenden Tabellen erhailt man einen Vergleich 
zwischen der Wirkung einiger verschiedener Alkohole. 


(1) Methylalkohol. 3ccm Serum + 2cem NaCl + 2cem R. 
Zeit K 0,05 0,1 04 07 1 413 16 19 2,2n 
32? 34 42 «32 «(21 10 eS & § 22 2 
18t. 68 70 57 40,56 22 19 136 11 6,1 5,4 
(2) Athylalkohol. 3ccm Serum + 2 ccm NaCl + 2ccm R. 
Zeit K 0,033 0,06 0,1 04 O7 1 413 16 2,2n 
31’ 30 25 2321 6 ee eae 0,8 0,3 
1 St. 63 53,4 51,6 468 14,7 108 45 3,2 19 1 
(3) Propylalkohol. 3ccm Serum + 2cem NaCl + 2ccem R. 
Zeit K 0,025 0,05 0,066 0,1 0,2 04 0,5 0,7 1 1,2n 
woe ee 1] Sea BS 32. 22 °6: 0 
1St. 50’ 63 55 49,4 44 ow me - OF OE? GS LT 14 
(4) Butylalkohol. 3cem Serum + 2cem NaCl + 2cem R. 
Zeit K 0,025 0,05 0,066 0,1 0,15 0,2 0,3 0,4n 
1 St. 28 34 34,8 32 33 22,5 222 6 O 
2St. 41’ 63 68 68 65 64 53 459 9 1,1 
(5) Amylalkohol. 3ccm Serum + 2ccem NaCl + 2cem R. 


Zeit K 0,0125 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15n 
ll’ 29 37 28 35 25 14 0 0 
19 63 69 64 72 62 33 0 0 
Die Versuche sind an verschiedenen Tagen und mit dem Blut 
von verschiedenen Pferden ausgefiihrt und zeigen zugleich, wie 
stark die 8.G. der Pferde-R. variieren kann. Es kommt aber 
nicht auf die absoluten, sondern auf die relativen Werte an. Wenn 
man sich die Resultate graphisch darstellt, indem man die 8.G. 
als Ordinate, die Normalitaét der Alkohole als Abscisse waihlt und 
dabei die Versuche mit der Sed. der K. = 63 verwendet, findet 
man eine ganz ausgesprochene GesetzmiBigkeit der Resultate. 
Je gréBer die Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkohols, desto 
steiler ist der Anfangsteil der Kurve, d. h. desto friiher tritt die 
Stabilisierung ein. Man findet an den Kurven einen Knick, rechts 
von diesem verlauft die Kurve der X-Achse fast parallel. Je héher 
der Alkohol, desto ausgeprigter der Knick. Die Normalitat, 
bei der der Knick eintritt, wird bei steigender Kohlenstoffzahl 
immer niedriger. Nur der Butylalkohol scheint etwas aus der 
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Reihe zu fallen, wenn man die Konzentration unter 0,3 n beriick- 
sichtigt. Die Stabilisierung nimmt bis gegen die haimolytische 
Konzentration zu. In der Nahe von dieser tritt eine Quellung 
der Blutkérperchen ein, die unzweifelhaft die 8.G. verzégert. 
(6) Methylalkohol. 3ccem Serum + 2cem NaCl + 2cem R. 
Zeit K ] 2 4 6n 
28t. 45° 30 4,2 2 0,5 Hamolyse. 

Gewisse Variationen sind zu verzeichnen. Oben ist die starke 
Stabilisierung in 0,1 n-Amylalkohol noch nicht eingetreten. In 
anderen Versuchen ist das der Fall gewesen. Isoamylalkohol ver- 
halt sich ungefihr wie der n-Amylalkohol. 

(7) Isoamylalkohol. 3 ccm Serum + 2cem NaCl + 2ccm R. 
Zeit K 0,0125 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15n 

1 St. 28’ 62 70 69 66 48 42 0,1 0,1 

In dem Anfang meiner Studien habe ich die 0,1 n-Werte 
der verschiedenen Alkohole ermittelt. Das Resultat ist aus 
obigem vorauszusehen: Zunehmende Stabilisierung in der homo- 
logen Reihe, wobei der Butylalkohol herausfallt. Dasselbe ist 
bei dem Isopropyl- und dem Isobutylalkohol der Fall. 

K. Methyl- Athyl- Propyl- Isopropyl- Butyl- Isobutyl- Amyl- Isoamyl- 
69 64 52 33 52 58 58 6 3,5 

Wenn die R. statt wie in den vorangehenden Versuchen 
in 3cem Serum + 2ccm NaCl in reines Serum geschwemmt 
werden, Andert sich das Bild der Versuche nicht. Die Alkohole 
hemmen auch die Sed. der R. des Pferdes in Ziegenserum, die 
sonst schneller als in Pferdeserum geht. 

Von anderen Narkotica habe ich Athylurethan und Aceton 
gepriift. 

(8) Athylurethan. 3ccm Serum + 2cem NaCl + 1 cem R. 
Zeit K 0,0125 0,025 0,05 0,075 0,1 0,2 0,4n 
2S8t. 8’ 63 62 58 46 34 25 «#18 16 
(9) Aceton. 3ccm Serum + 2cem NaCl + Il cem R. 
Zeit K 0,012 0,024 0,048 0,072 0,096 0,12 0,24 0,48n 
1S8t. 18’ 63 71 86 68 77 77 71 60 42 
Zeit K 0,72 0,96 1,2 1,44 1,68n 
1St. 18° 63 14 2.3 0,2 0 0 


In Aceton tritt bei den niedrigeren Konzentrationen eine Verstarkung 
der 8.G. ein. Dasselbe findet man in den oben wiedergegebenen Versuchen 
mit Methyl-, Butyl-, Amyl- und Isoamylalkohol wieder. In einigen Ver- 
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suchen ist dasselbe bei Athylalkohol und bei Athylurethan beobachtet 
worden. 

Auch in Gelatinelésungen findet eine stabilisierende Wirkung 
der Alkohole statt. 

3ccm I proz. Gelatinelésung in 0,994 NaCl + 2cem 0,9 proz. NaCl 
+ Athylalkohol + l ccm R. 


(10) K 0,35 0,7 l 1,25 2,45n 
27’ 63 15,5 7 4 2 l 


In Na-Nucleinsiure, die mir von Dr. E. Hammarsten 
giitigst zur Verfiigung gestellt wurde, tritt, wie schon Fahreus 
erwaihnt, eine starke Flockung der R. ein. Der folgende Versuch 
zeigt die Wirkung von Athylalkohol. 

1,5 ccm Na-Nucleinsaure | proz. in 0.9% NaCl + 3,5 ccm 0,9 proz. NaCl 
+ Athylalkohol + lcem R. 

(11) a eee ay ya ee 
9 


,45n 
2 St. 30’ 63 11,8 6 4,2 5 


2 
l, 

Wie schon aus Abt. I hervorgeht, spielen die Salze im Serum 
eine groBe Rolle fiir die 8.G. der R. Die Salze iiben auch einen 
ausgesprochenen Einflu8 auf die Alkoholstabilisation der R. aus. 
Je geringer der Salzgehalt der Suspension der R., desto geringer 
die Stabilisation durch Alkohol. In dem folgenden Versuch wurde 
Serum (8) teils mit 0,9 proz. NaCl, teils mit 5,3 proz. Mannit (M) 
gemischt. Zu 5ccm l ccm R. 


(12) K 0,35 0,7 In 
38 + 2 NaCl 63 22 10 5 
28+3M 63 26 14 9 
1S+4M 63 58,3 42,9 57,2 


In einem Versuch mit Na-Nucleinsiure wurde der Kolloid- 
gehalt der Mischungen konstant gehalten. Der Elektrolytgehalt 
wurde hier durch 10,3 proz. Rohrzuckerlésung (Rz.) vermindert. 


lecem R. 

(13) K O35. OF kA 1,75 2,45n 
3 NaCl +2 Rz. 62 20 12 13 19 31 
ee oe 61,5 31 27 27,5 73 75 
05 , + 4,5,, 68 70 464 866 80 94 


Die Tabelle ist mit (11) direkt vergleichbar, wobei man die 
Werte fiir 5ccm NaCl + 0cem Rohrzucker erhalt. Schon in 
3ccm NaCl + 2cem Rohrzucker steigt die 8S. G. in den beiden 
héchsten Konzentrationen, ein Verhalten, das wiederholt gefunden 
wurde. In 5ccm NaCl findet man dieses Verhalten nicht. 
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In reiner Rohrzuckerlésung (Mannitlésung) tritt, wie von Rohonyi 
(1. c. oben 8. 12) und Radsma (I. ce. oben S. 2) beobachtet, Aggl. leicht ein. 
Diese Aggl. wird nicht durch Alkohol verhindert und ebenso nicht die Aggl. 
durch Saéurezusatz zu den Suspensionen der R. in Salzlésungen. 

In Mannitlésung tritt sogar oft eine beschleunigte Aggl. der R. 
zufolge Alkoholzusatz ein. Dasselbe beobachtet man bei Schwemmung 
von 0,2 ccm R. in 1 com Serum + 4 ccm 10,3 proz. Rohrzucker oder 5,3 proz. 
Mannit. Bei den Athylalkoholkonzentrationen 0,35, 0,7, 1, 1,4, 1,7n ist 
eine stairkere Aggl. als in der K. eingetreten. Auch bei Versuchen mit der 
soeben erwaihnten R.-Konzentration beobachtet man deutlich, daB bei 
Erhéhung des Serumgehaltes eine stabilisierende Wirkung der Alkohole 
eintritt. 

Beilaufig erwihne ich hier eine Beobachtung iiber die Hamolyse 
durch Alkohol, die ich wiederholt gemacht habe. Eine Reihe von Mischungen 
isotonischer Mannit- und NaCl-Lésungen wurde hergestellt. Bei einer 
Konzentration von 1,62n Propylalkohol ist nach 7’ vollstandige Himolyse 
in der reinen Salz- und nach 27’ in der reinen Mannitlésung eingetreten. 
Dann kommt die Reihe an die Mischung 4 ccm NaCl + 1 ccm Mannit und 
3 cem NaCl + 2 ccm Mannit (nach 35’ ungefaihr 70%). Am meisten resistent 
gegen die Alkoholhimolyse sind die R. in den Mischungen 2 ccm NaCl + 
3cem Mannit und 1 ccm NaCl + 4ccm Mannit. 


Die 8.G. wurde auch in 0,9 proz. NaCl- und in Ringerlésung 
bei Zusatz verschiedener Alkohole untersucht. Wie bekannt, ist 
die Stabilitaét der R. des Pferdes in diesen Salzlésungen sehr groB. 
Die Ablesungen werden zweckmiBig erst nach 12—24 St. gemacht. 


(14) Athylalkoholversuch; 5 ccm Ringerlésung + 1 ccm R. 
K 0,089 0,175 0,35 0,7 In 
21 St. 33,5 26 23,5 21 ab 38 


Zum Vergleich fiihren wir die entsprechenden Werte in 3 com Serum 
-+-2ccm Ringerlésung + 1 cem R. desselben Aderlasses an. 


(15) 25’ 65 51 40 10,5 2,5 1,5 

In Ringerlésung tritt keine Flockung der R. ein. Wiahrend 
im Serum die Sed. vor allem von der GréBe der Flocken abhingt, 
wird in der Ringer- oder NaCl-Lésung die Gréfe der einzelnen 
R. eine Rolle spielen. Nach v. Knaffl- Lenz‘) wissen wir, 
daB die R. in der Tat unter der Einwirkung der Narkotica eine 
Volumenverminderung erleiden. Wenn man aber auch mit 
der héchsten von v. Knaffl- Lenz beobachteten Volumen- 
verinderung rechnet, findet man nach Stokes Formel, daB die 
Stabilisierung nicht durch die Volumenveranderung vollig erklart 
werden kann. Ein anderer Faktor, der zu der Stabilisierung mit- 





1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 171. 
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wirken kénnte, ist die Formveriinderung der R. unter dem Ein- 
fluB der Alkohole. 

Die R. des Pferdes sind in der Ringerlésung im allgemeinen 
bikonkav (bei ungeladenem Objekttriger beobachtet, vgl. Brink - 
man und v. Damm, |. c. 8. 15; die R. des Pferdes nehmen aber 
viel eher die Stechapfelform als die R. des Menschen oder des 
Kaninchens an). Schon in der 0,09 n- Athylalkohollésung findet 
man aber, daB die R. ihren Durchmesser verkiirzen, wobei die 
Oberfliche stachelig wird. In den Konzentrationen 0,7—I1n 
sind die R. aber vollkommen rund. Trotzdem ist die Stabilitit 
hier am gréBten. Bei den bikonkaven R. ist das Verhiltnis 
Oberfliche 

Volumen 

Die Stabilisierung der R. in Serum oder Serum -+ NaCl oder 
Ringerlésung bei Alkoholzusatz haingt von einer verminderten 
Flockung der R. ab. Bei steigender Alkoholkonzentration nimmt 
die Geldrollenbildung ab und gleichzeitig fangen die R. an, stern- 
formig zu werden. In 0,175n-Athylalkohol sind die Geldrollen 
noch zahlreich, obgleich deutlich kiirzer, als in der K. Die freien 
R. haben oft Sternform. In 0,35n sind die Geldrolien sehr spar- 
lich. Sternférmige R. bilden aber kleine mehr unregelmabige 
Flocken. In 0,7n findet man noch solche Flocken, aber sparlicher. 
Von 1:n an hort praktisch jegliche Flockung auf. 

Wenn man das Serum mit z. B. 0,9proz. NaCl verdiinnt, 
erhalt man bekanntlich eine ahnliche Abnahme der Geldrollen- 
bildung, wobei gleichzeitig die 8S.G. abnimmt. Man hat den Ein- 
druck, daB die Narkotica die Wirkung der Kolloide ausschalten. 


- ungefihr 0,66, bei den runden sinkt es auf 0,49. 


VI. Besprechung der Ergebnisse iiber die Einwirkung der Narkotica. 


Trotz der auffallenden Wirkung der Narkotica ist es doch schwer, 
eine einfache Erklarung ihrer Wirkung zu geben. 

Nach Héber') und Linzenmeyer?) verdrangen die Narkotica die 
,agglutinierenden Kérper“ (L., 8. 182) aus der Oberfliche der R. Diese 
Erklarung ist ja sehr wahrscheinlich und naheliegend. Eigentiimlich ist 
aber dabei folgendes. Pferdeserum ist ein sehr guter Schutzkolloid fiir 
Kaolin. Zusatz von Alkohol verstarkt diese Wirkung. Bei einer Verdringung 
wiirde die schiitzende Wirkung geschwicht werden. 

Wabhrscheinlich spielen noch andere Momente als eine Verdrangung ein. 


1) Hamburger Tagung d. Dtsch. physiol. Ges. 1920. 
2) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 181, 169. 1920. 
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Simon!) hat gezeigt, daB Zusatz von Alkohol die Hitzekoagulations- 
temperatur des Serums erniedrigt, was wohl als Ausdruck einer dehydrie- 
renden Wirkung der Alkohole aufzufassen ist. Ich habe in mehreren Fallen 
die Hitzekoagulationsgeschwindigkeit des Serums nach Alkoholzusatz be- 
stimmt; eine unverkennbare Korrelation mit der S.G. der R. ist dabei 
beobachtet worden. Je gréBer die Geschwindigkeit der Koagulation, desto 
stabiler die R. in derselben Mischung. Angesichts dieser Tatsachen muB 
man mit einer Zustandsinderung der Kolloide als einem Faktor bei der 
Stabilisierung durch Alkohole rechnen. Wie oben schon genannt, setzt 
Fahreus (Stability S. 153) die Wirkung der Kolloide mit ihrer Hydratation 
in Verbindung. Durch die Alkohole wird wahrscheinlich eine Dehydratation 
bewirkt. 

Die oben dargelegte Tatsache, daB die stabilisierende Wirkung der 
Alkohole bei Verminderung des Salzgehaltes der Mischungen abnimmt, 
deutet auch daran, daB es sich um Wirkungen auf den Zustand der Kolloide 
handelt. Man wird an die Einwirkung der Salze auf die Fillbarkeit des 
Saéurealbumins durch Alkohol erinnert [Schorr*)], wobei ich den groBen 
Unterschied der beiden Fille natiirlich nicht iibersehe. 

Die Ergebnisse v. K naffls (1. c. oben 8S. 22) zeigen, daB die Narkotica 
eine dehydrierende Wirkung auf die R.-Kolloide ausiiben. Nach Beobach- 
tungen iiber die R.-Form scheint es mir wahrscheinlich, daB die dehydrie- 
rende Wirkung bei Senkung des Salzgehaltes erst bei héherer Alkohol- 
konzentration eintritt. Wie oben genannt, tritt die Stechapfelform in 
Ringerlésung (oder 0,9 proz. NaCl) schon in der Athylalkoholkonzentration 
0,09 n ein. In einer Mischung 4,5 com Rohrzuckerlésung + 0,5 ccm 0,9 proz. 
NaCl treten zackige Formen erst bei 0,525n Athylalkohol auf. Bei den 
niederen Konzentrationen glockenférmige R. 

Es ist méglich, daB auch die Veranderung der Oberfliche der R. 
einen EinfluB auf deren Stabilitét ausiiben kann. Wir haben ja oben einen 
auffallenden Parallelismus zwischen Stabilitét und Resistenz gegen Hypo- 
tonie gefunden (III). Diese Ubereinstimmung kehrt hier zuriick. Die 
stabilisierenden Alkoholkonzentrationen itiben, wie schon aus den Ver- 
suchen von Arrhenius und Bubanovic?) zu entnehmen ist, eine erhGhende 
Wirkung auf die Resistenz der R. gegen Hypotonie aus. 

Aus V (1), (2), (3), (4), (5) kann man die Konzentration der Alkohole 
herauslesen, die gleiche Sed. geben. Man wird z. B. finden, daB die folgenden 
molaren Konzentrationen die Sed. 30 mm bei einer Sed. der K. von 63 mm 
geben: Methyl- 0,58, Athyl- 0,25, Propyl- 0,15, Butyl- 0,24, Amylalkohol 
0,11. Wenn man die Konzentrationen als Ordinaten absetzt, erhalt man 
eine abfallende Kurve, wo doch der Wert fiir Butylalkohol herausfallt. 
Wahlt. man dagegen die Sed. 5,4 mm bei einer Sed. der K. von 63 mm, 
erhalt man folgende Werte der Konzentrationen: Methyl- 2,2, Athyl- 0,957, 
Propyl- 0,396, Butyl- 0,24 und Amylalkohol 0,11 n. 


1) Arch. di fisiol. 5. 1908. 
2) Diese Zeitschr. 37, 424. 1911. 
3) Meddel. K. Vetensk. Akad. Nobelinst. 2. 1913. 
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Die Kurve ist hier steiler als in dem oben herausgelesenen Fall. Man 
wird finden, daB die Werte sehr genau denjenigen proportional sind, die 
nach Fiihner und Neubauer’) eben Hamolyse hervorrufen. Wenn man 
sich die Verhaltnisse durch Kurven veranschaulicht, wird man finden, 
da8B diese sehr nahe parallel verlaufen. Dasselbe gilt, wenn man mit den 
Konzentrationen der verschiedenen Alkohole vergleicht, die nach War- 
burg?) die Oxydation in den Erythrocyten der Gans hemmen, die nach 
Warburg und Wiesel) fast vollstindige Girungshemmung der Aceton- 
dauerhefe bewirken. Eine ahnliche Kurve bilden auch die Werte der 
Konzentrationen, die nach Me yerhof*) 30% Hemmung der Rohrzucker- 
inversion durch Invertase bei 29° bewirken. Spiro®) hat die fallende 
Wirkung der Alkohole auf EiereiweiB untersucht. Die Fallungskonzen- 
trationen in Mol ausgedriickt, bilden eine sehr ahnliche Kurve wie in den 
oben angefiihrten Fallen (Methyl- 6,2, Athyl- 3,8, Propyl- 2,1, Butyl 0,7, 
Amylalkohol 0,43. Ebenso besteht Parallelismus mit den von Overton 
ermittelten narkotischen Konzentrationen fiir Kaulquappen*). Warburg 
und Wiesel heben die fallende Wirkung der Narkotica hervor. Bei ihren 
Versuchen liegt sicher keine ,,lipoidlésende** Wirkung vor. Bei den oben- 
genannten Versuchen Meyerhofs iiber die Wirkung der Narkotica auf 
die Invertase geben die Werte der prozentischen Hemmung Kurven, die 
an Adsorptionskurven erinnern. Sie werden mit der Zunahme der Kohlen- 
stoffatome immer steiler. Wenn wir unsere Resultate statt in Millimeter 
Sed. als prozentische Hemmung derselben ausdriicken wollen, erhalten wir 
Kurven, die ganz auBerordentlich an die Kurven Meyerhofs erinnern. 
Sie haben dieselbe Ahnlichkeit mit Adsorptionskurven und verandern auf 
dieselbe Weise ihre Form mit steigender Kohlenstoffanzahl. Es handelt 
sich in unseren Versuchen um eine Bindung teils an die Serumkolloide 
(bzw. Gelatine usw.), teils an die R. 


Zusammenfassung einiger Ergebnisse. 


Die 8.G. der R. wird in verschiedenen Salzen und bei ver- 
schiedenen Konzentrationen derselben untersucht. Die Reihen- 
folge der Ionen wird u. a. von der Konzentration bestimmt. 
Zusatz von HCl kann die Reihenfolge der Anionen verindern. 

Bei Erhéhung der Konzentration des Suspensionsmittels 
der R. an Alkalisalzen steigt die zur Aggl. der R. notwendigen [H’]. 


1) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 56. 1907; zit. nach Héber, 
Physikalische Chemie der Zelle usw. 4. Aufl., 8. 408. 1914. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 70. 1911. 
Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 144. 1912. 

4) ib. 157. 1914. 

5) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4. 1903. 

6) Zit. nach Héber, Physikalische Chemie der Zelle usw. 4. Aufl., 
8. 459. 1914. 
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Eine ihnliche GesetzmaBigkeit findet man bei Aggl. durch Schwer- 
metallsalze. 

Es besteht eine unverkennbare Beziehung zwischen Resistenz 
der R. gegen starke Hypotonie (4 der Lésungen = 0,28) und der 
8.G. Je stabiler die R., desto gréBer ihre Resistenz. 

Es hat sich als wahrscheinlich herausgestellt, daB die Wirkung 
der Ionen als Folge von einer Adsorption derselben an die R.-Ober- 
fliche aufzufassen ist. Die Wirkung der Kolloide (Serum, Gela- 
tine usw.) wird als eine ,,Konkurrenz‘‘ derselben mit den Elektro- 
lyten um die Oberfliche der R. aufgefaBt. Bei Senkung der 
Konzentration von Alkalisalzen in der Suspensionsfliissigkeit 
der R. wird die flockende Wirkung der Kolloide verstarkt. 

Bei der Wirkung der Narkotica auf die 8.G. besteht dasselbe 
Verhaltnis zwischen der Wirkung der Glieder homologer Reihen 
wie friiher bei verschiedenen Vorgingen (Narkose, Atmungs- 
hemmung usw.) beobachtet. 

Die stabilisierende Wirkung der Alkohole nimmt bei Senkung 
der Konzentration von Alkalisalzen in der Suspensionsfliissigkeit 


ab. Bei sehr geringer Elektrolytenkonzentration kénnen die 
Alkohole sogar die Flockung beschleunigen. 
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XLVII. Mitteilung. 


Von 


Leon Asher. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
Die Beziehungen zwischen Thymus, Milz und Knochenmark. 


Von 


Gengo Matsuno (Nagoya, Japan). 
(Eingegangen am 21, Juni 1921.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die Thymus wird herkémmlich zu dem System des lympha- 
tischen Apparates gerechnet und in dieser Bezeichnung liegt auch 
eine funktionelle Deutung, denn man meint, da die Thymus 
in Beziehung zur Entstehung der lymphatischen Elemente des 
KG6rpers steht. Mehr auf dem Gebiete der Pathologie als auf dem- 
jenigen der Physiologie sind die Stiitzen fiir diese Auffassung 
einer funktionellen Bedeutung der Thymus erwachsen. Die 
funktionelle Stellung der Thymus im Organismus ist trotz be- 
merkenswerter und aufklirender Arbeiten der letzten Jahre 
durchaus nicht eindeutig festgelegt. Es liegt wahrscheinlich in 
den Tatsachen begriindet, da diese eindeutige Festlegung nicht 
stattfinden kann, weil die Thymusdriise keine einheitliche Funk- 
tion besitzt. Gerade die Arbeiten aus dem Berner Physiologischen 
Institut, denen sich die meinige anschlieBt, haben hierauf hin- 
gewiesen. Sowohl H. Miiller wie auch del Campo zeigten, dah 
die Thymusdriise in Beziehung zur Muskeltiatigkeit stehen kann, 
indem sie nachwiesen, da Injektion von Thymusextrakten die 
Muskelermiidung verzégerte. Wiahrend diese neuen Tatsachen 
vollig auBerhalb des Rahmens der herkémmlichen Betrachtungs- 
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weise der Thymusfunktion liegen, schlieBt sich die bemerkens- 
werte von Ruchti gefundene Tatsache, daB Fehlen der Thymus- 
driise die Ausfallserscheinungen der Schilddriise ganz wesentlich 
steigert, der Fragestellung an, die namentlich in der Pathologie 
vielfach diskutiert worden ist. Auch die hieran anschlieBende 
Arbeit von Nyffenegger brachte neue Tatsachen in dieser 
Richtung zutage. 

Im AnschluB an diese Arbeit schien es geraten, die Beziehung 
zwischen Thymus und Knochenmark einer erneuten Untersuchung 
zu unterziehen. Da durch die bekannten Arbeiten von Bache, 
Klose und Matti sehr auffallende Beziehungen zwischen 
Thymus und Knochengewebe aufgedeckt worden waren, muBbte 
auch daran gedacht werden, daB das Knochenmark auch in Be- 
ziehung zur Thymus gesetzt sei. Beziehungen zwischen Knochen- 
mark und Driisen mit innerer Sekretion sind schon frither im Berner 
Physiologischen Institut untersucht worden. Am umfassendsten 
von Marcel Dubois (diese Zeitschr. 31, 141. 1917). Dubois 
untersuchte das Zusammenwirken von Milz, Schilddriise und 
Knochenmark. Er bediente sich als Priifungsmittel fiir die Lei- 
stungsfaihigkeit des Knochenmarks der Untersuchung des sog. 
relativen weiBen Blutbildes, daneben auch der Himoglobin- 
bestimmung. Seine Ergebnisse fiihrten ihn zu der Auffassung, 
da®B in bezug auf das Knochenmark ein Antagonismus zwischen 
Milz und Schilddriise bestinde. Es liegt in der Natur der ange- 
wandten Methode, dai die erhaltenen Ergebnisse nicht jenen 
Grad von Eindeutigkeit besitzen kénnen, welcher anderen Me- 
thoden zukommt. Hier mu8 die Variierung der Gesichtspunkte 
dazu verhelfen, die Méglichkeit des Einblickes zu vertiefen. Aus 
diesem Grunde folgte ich gern der Aufforderung von Prof. Asher, 
die Beziehung zwischen Thymus und Knochenmark mit Hilfe 
von Blutuntersuchungen experimentell zu erforschen. Das wich- 
tigste Verfahren war von vornherein gegeben. Die Untersuchung 
des relativen weiBen Blutbildes sowie des Hamoglobingehaltes 
vor und nach der Thymusexstirpation. Nun liegen schon viele 
Erfahrungen vor, welche lehren, dab die bloBe Entfernung eines 
Organs vom Charakter der Thymus an und fiir sich keine weiter- 
gehenden Aufschliisse zu erteilen vermag. Es gehért dazu noch, 
da8 man neue experimentelle Bedingungen schafft, welche nicht 
leicht erkennbare, aber tatsiichlich vorhandene Ausfallssymptome 
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aufzudecken vermégen. Hierzu empfahlen sich 2 Eingriffe, die 
schon in den Arbeiten von Sollberger (Asher und Sollberger, 
diese Zeitschr. 55, 13) sowie von Dubois angewandt wurden, 
namlich der Blutentzug und experimentelle Animie durch ein 
chemisches Gift herbeigefiihrt, z. B. Cyanwasserstoff. Sowohl 
der Blutentzug wie auch der Sauerstoffmangel wirkten als ein 
Reiz auf das Knochenmark. Wenn wir demnach diese beiden 
Eingriffe vor und nach der Thymusexstirpation anwenden, priifen 
wir gewissermafen die Reaktionsfihigkeit des Knochenmarks auf 
einen dosierbaren Reiz in 2 verschiedenen Zustanden. Ich habe 


auch einige Untersuchungen an Tieren ausgefiihrt, denen nicht 


nur die Thymus, sondern auch die Milz exstirpiert worden war. 


Fiir meine Experimente wahlte ich das Kaninchen. Es wurden még- 
lichst gleichalte und gleichgroBe Tiere gewaihlt und diese unter den gleichen 
Bedingungen gehalten. Eine besondere Diat brauchte nicht beobachtet 
zu werden. 

Da bekannt ist, daB sich das weiBe Blutbild nach der Nahrungsauf- 
nahme andert, erfolgte die Blutentnahme méglichst zu gleichen Zeiten, 
um derartige Fehler auszuschlieBen. Zu jedem neuen Eingriff wurden frische 
Tiere benutzt. 

Zur Hamoglobinbestimmung diente das Hamometer nach Sahli, 
zur Zahlung von Erythro- und Leukocyten der Thomasche Apparat. 
Als Verdiinnungsmittel diente Hayernsche Lésung fiir die roten und eine 
Lésung von Essigsiure und Gentianaviolett fiir die weiBen Blutkérperchen. 

Das histologische Blutbild wurde an Ausstrichpraparaten auf Objekt- 
tragern untersucht. Ein Blutstropfen kam auf das gut gereinigte Glas 
und wurde mit dem Rande eines Deckglischens méglichst gleichmaBig 
verstrichen. Ich wahlte, um die Resultate sicherer zu gestalten, verschiedene 
Farbungsmethoden, so nach Ehrlich (Triacid), nach Germer- May, 
nach May-Griinwald und nach Romanowsky- Giemsa. Es wurde 
Doppelfirbung benutzt. Letztere bewahrte sich mit der Zeit besonders, 
und die Erfahrung lehrte, daB sie sich in folgender Modifikation fiir das 
Kaninchen eignete: Die lufttrockenen Praparate wurden waihrend 3 Minuten 
in Methylalkohol fixiert. Im Verhaltnis von einem Tropfen Farbe zu 1 cem 
dest. Wasser wurde die Farblésung jedesmal frisch bereitet. Die fixierten 
und getrockneten Praiparate kamen waihrend 20—25 Minuten mit der 
Farbe in Beriihrung, nachher wurden sie in Brunnenwasser kurz abgespiilt, 
dann getrocknet und vermittels eines Immersionssystems untersucht. 

Zaihlung der Leukocyten: Die Zahlung erfolgte jedesmal so lange, 
bis mindestens 800—1000 Leukocyten differenziert waren. Diese Zahl 
erwies sich als geniigend, um sichere Resultate im relativen Blutbilde zu 
erhalten, was sich gelegentlich durch gréBere Zihlung bestatigte. 

Das Blut entnahm ich den Ohrvenen, nachdem ich vorher das Ohr 
sorgfaltig mit Alkohol und Ather gereinigt hatte. Die Offmung der Venen 
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erfolgte durch schriges Einstechen mit einer sterilen Stecknadel, dann 
wurde das hervorquellende Blut ohne Druck aufgefangen. Mit dieser ein- 
fachen Methode lieBen sich bessere Resultate erzielen als mit den iiblichen 
Schneppern. Die GefaiBverletzung konnte so auf ein Minimum beschrinkt 
bleiben, die kleine Wunde schloB sich jeweilen sehr rasch und spurlos. 
Das war fiir fortgesetzte Untersuchungen sehr wiinschenswert im Interesse 
einer moéglichst geringen Triibung des Blutbildes. 

Vor allem galt es, an den Tieren Voruntersuchungen anzustellen, 
um von den physiologischen Schwankungen Kenntnis zu nehmen und um 
vor allem das weiBe Blutbild des Kaninchens, das ich in keiner Literatur- 
angabe fand, festzuhalten. Wahrend der ganzen Dauer der Versuche 
wurden selbstverstindlich Kontrolltiere unter den gleichen Bedingungen 
beobachtet. 

Die Operationen. 


Fiir die Untersuchungen wurden mehrere Tiere operiert, um méglichst 
sichere Resultate zu erhalten. Eine halbe Stunde vor der Operation be- 
kamen die Kaninchen 2% Morphium muriat. subcutan injiziert. 

Selbstverstandlich erfolgte die Operation unter streng aseptischen 
Kautelen, wobei auch die Desinfektion des Kaninchenfelles in gehériger 
Weise erfolgte, galt es doch, auch die geringste Infektion auszuschlieBen. 


Die Blutentnahme. 


Haare abrasiert; starke Hautdesinfektion; mit Jodtinktur gepinselt, 
an der Mittellinie: Langsschnitt von 15 cm, auf der rechten Seite den Muskel 
mit einer Pinzette weggenommen, dann kann man die rechte Carotis sehen. 
Oberer Teil der Carotis abgebunden; mit geknickter Kaniile Blutentzug 
von 30—40 g. 

Die Splenektomie. 


Kurzer Schnitt in der Linea alba vom Processus xiphoideus sterni an 
nach abwirts. Eréffnung des Peritoneums. Eingehen auf die Milz an der 
groBen Kurvatur des Magens vorbei. Sorgfiltiges Fassen der MilzgefaiBe 
mit Arterienklemmen. Unterbindungen. Exstirpation des Organs. Repo- 
sition der prolabierten Eingeweide. SchlieBen der Bauchdecken durch 
Knopfnahte. Blutverlust fast Null. 


Die Thymusektomie. 


Durch einen 3 cm langen von Mitte Hals bis Manubrium sterni reichen- 
den Schnitt durch Hautfascie und Muskulatur wird die Trachea freigelegt. 
Mittels stumpfen Hakens wird das Brustbein in die Héhe gehoben und die 
neutrale Halsmuskulatur leicht seitwirts gezogen. Ventral der Gabelung 
derVena cava cranii ist der vordere Zipfel der Thymus als grauliches, fett- 
ahnliches Gewebe sichtbar, umgeben von einer diinnen Bindegewebskapsel. 
In dieser Gegend weist die Driise ziemlich schwer lésbare Verbindungen 
mit den GefiBen auf. Die Kapsel wird sorgfialtig angeschnitten, die Thymus 
mit breiten Pinzetten gefaBt und durch leichten Zug entwickelt. Zur voll- 
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standigen Exstirpation erfordert das auBerst leicht zerreiBbare Organ neben 
groBer Vorsicht, fast im Widerspruch zur GréBe der Driise stehend, breite 
Pinzetten. Die beiden Lappen lésen sich im allgemeinen sehr leicht. Eine 
allfallige vendse Blutung ist durch Aufdriicken eines Tupfers sofort stillbar, 
hat iibrigens bei aseptischem Vorgehen nichts zu bedeuten. 

An den Folgen der verschiedenen Operationen sind von 10 Tieren 
die 4 erstoperierten eingegangen. Todesursache war einmal beiderseitiger 
Pneumothorax, einmal beiderseitige Pneumonie, wahrscheinlich infolge 
Pleuraverletzung, noch 2mal eitrige Pleuritis infolge Wundvereiterung. 

Im iibrigen heilten alle Wunden per primam ab: Spiater ausgefiihrte 
Sektionen bewiesen die sowohl vollstandige Entfernung der Thymus als 
auch der Milz. Verdichtige Gewebspartien, im besonderen gréBere Fettpartien 
wurden jeweilen mikroskopisch untersucht. Von Krause wird das Gewicht 
der Thymus beim Kaninchen mit 1,1 g angegeben. Klose und Vogt 
haben nach eigenen Bestimmungen bei Tieren im Alter bis zu 7 Wochen 
ein durchschnittliches Thymusgewicht von 2,6 g festgestellt. Nach Sénder- 
lund und Backmann betrigt das Thymusgewicht von 4—6 Wochen 
alten Kaninchen 1,07 g und steigt auf maximal 2,49 g bei 4 Monate 
alten Kaninchen. Die von mir operierten Tiere standen in einem mittleren 
Alter von 15 Wochen und wogen 1500—2000 g, im Mittel 1780 g. Das 
Gewicht der exstirpierten Driisen schwankte von 1,50—2,95 g. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen habe ich in den 
nachfolgenden Protokollen und in Kurven niedergelegt. Ich 
will in groBen Ziigen die Tatsachen, die ich gefunden habe, be- 
schreiben. 

Die Exstirpation der Thymusdriise fiihrt zu Anderungen im 
Blutbild, welche ziemlich ausgesprochen sind, wenngleich indi- 
viduell der Betrag derselben schwankend sein kann. Ich finde 
zunichst, daB kurze Zeit nach der Exstirpation eine kleine Ver- 
minderung der Himoglobinmenge eintritt, die sich aber bald 
wieder ausgleicht. Etwas ausgesprochener sind die Verainderungen 
im weifen Blutbild. Die Zahl der Lymphocyten steigt, waihrend 
die Zahl der Leukocyten sinkt. Sehr viel ausgesprochener sind die 
Ergebnisse bei Anwendung der beiden Reizmittel des Knochen- 
marks, dem Blutentzug und der Injektion einer kleinen Menge 
von Cyanwasserstoff. Was das normale Tier anbetrifft, so sind 
meine Befunde die gleichen wie diejenigen friiherer Autoren. Die 
Himoglobinmenge sinkt sofort nach dem Eingriff und kehrt all- 
mihlich zur Norm zuriick. Sehr deutlich sind die Erscheinungen 
hinsichtlich des relativen weiBen Blutbildes. Sofort nach dem 
Blutentzug kommt es zu einem tiefen Sturz der Lymphocyten 
und einer noch starken Steigerung der Leukocytenzahl. Genau 
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die gleichen Erscheinungen sieht man nach Injektion von Cyan- 
wasserstoff. Ganz anders gestaltet sich das Verhalten nach Ent- 
fernung der Thymusdriise. Der Blutentzug hat sowohl eine ganz 
geringfiigige Verminderung der Himoglobinmenge, ein kaum 
merkliches Steigen der Leukocytenzahl und nur eine sehr gering- 
fiigige Verainderung in der Menge der Lymphocyten zur Folge. 
Genau das gleiche gilt fiir die Wirkungen des Cyans. 

Was nun die Entfernung der Milz bei Tieren anbetrifft, 
denen vorher die Thymusdriise entfernt worden war, so hat dieser 
Eingriff kaum irgendwelche bemerkenswerten Folgen. Nament- 
lich tritt nicht die Erscheinung ein, die Dubois bei der bloBen 
Entfernung der Milz beschrieben hat, eine Abnahme der Lympho- 
cytenzahl und eine Zunahme der Leukocyten; héchstens letzteres 
kann angedeutet sein. Die Reaktion auf Blutentzug und auf 
Cyanwasserstoff wird durch die nachfolgende Exstirpation der 
Milz nicht beeinfluBt. Man muB daraus schlieBen, daB im Sym- 
ptomenbild das Fehlen der Thymusdriise tiberwiegt. Ich glaube 
nicht fehlzugehen, wenn ich die von mir gefundenen Tatsachen 
als einen Ausdruck des Einflusses der Thymusdriise auf das Kno- 
chenmark ansehe. Fehlen der Thymusdriise mindert die Reaktions- 
fihigkeit des Knochenmarks. Daraus kann der SchluB gezogen 
werden, da bei Vorhandensein der Thymusdriise diese einen 
férdernden EinfluB auf das Knochenmark ausiibt. Welches auch 
der Einflu8 der Milz sei — daB ein solcher vorhanden ist, wurde 
durch die Arbeiten von Sollberger und Dubois bewiesen —, 
die Thymus, solange sie in funktionsfihigem Zustande sich be- 
findet, iibt einen gréBeren EinfluB aus. 

Der wesentlichste Inhalt der vorstehenden Arbeit ist der 
nachfolgende : 

Um die Beziehung zwischen Thymus und Knochenmark zu 
priifen, wurde Himoglobingehalt und relatives weifes Blutbild 
vor und nach Exstirpation der Thymus untersucht, wobei haupt- 
sichlich die Reaktion auf Blutentzug und auch durch Cyanwasser- 
stoff herbeigefiihrter Sauerstoffmangel als Priifungsmittel benutzt 
wurde. Die Untersuchung ergab, da die Thymusdriise einen 
férdernden Einflu8 auf das Knochenmark ausiibt, der wegfallt, 
wenn die Thymusdriise fehlt. 

Die Entfernung der Milz vermag an dem Symptomenbild 
des Thymusausfalles nichts Wesentliches zu andern. 
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Zum Schlusse sei mir gestattet, meinem verehrten Chef, 


Herrn Prof. Leon Asher fiir seine Anregung und Leitung und 
gung £ 


Herrn Prof. K. Sugi fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung 


bei dieser Arbeit meinen herzlichen Dank auszusprechen. 


Datum 


16. 
18. 
21. 


26. 


= ¢ 


X. 20 
>. a 
: oe 
b aan 


Tabelle I. 
Kontrolltier. 


Hamoglobin 


76 
78 
76 


78 


Erythrocyten 


4 600 000 
4 859 000 
4 578 000 
4 298 000 


27. X. 20 Blutentzug (ca. 35 g). 
Kérpergewicht 2100 g. 


20. 


.. 
ee 
ab. 4 ae 
ip 3 


Datum 
16. X. 20 
18. X. 
ee 


20 


Lymphoe. 
53,3 
55,75 
58,0 


53,5 


40,0 
43,0 
44,075 


Neutr. 


34,0 
34,75 
30,0 
38,5 


64 
68 
69 
72 


74 


2 580 000 
3 780 000 
3 960 000 
4 680 000 


4 855 000,0 


Kontrolltier. 


Eosino. 


or 


awe =I 


Basophil. 


. X. 20 Blutentzug (ca. 35 


Kérpergewicht 2100 g. 














Leukocyten 
9 900 
9 600 
8 700 
9 200 


12 000 
10 200 
9 000 
8 800 
9 200,0 


‘aa 
Uberg. Monoc. Myelo. 


4,0 


3,5 


3,7 


9 
2, 
3,75 
3, 

2 








Siutentzug 
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Tabelle II. Kontrolltier. 












































Datum Hamoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
18. X. 20 72 4 225 000 8 600,0 
19. X. ,, 76 5 700 000 7 800,0 
es ae 72 4 370 000,0 8 000,0 
Wlsihe: és 73 4 495 000,0 7 700,0 
20. Fis’ 5s 77 5 051 000 8 700 
Sisk. sb 74 4 953 000 9 200,0 
> oer 75 4 894 000 9 700 
1. XI. 20 Blutentzug (aus rechter Carotis). 
Koérpergewicht 2020 g. 
2. XI. 20. 65 3 200 000 12 000 
Bea ae 69 3 750 000 13 000 
<a 69 3 950 000 9 200 
S. Bi. ,, 72 4 045 000 8 700 
Sls yy 74 4 630 000 9 200 
9. XI. , 73 4 730 000 8 600 
Kontrolltier. 
Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. Myelo. 
18. X. 20 63,25 28,5 1,0 2,0 2,75 2,5 - 
1. A... 5s 57,25 34,0 0,75 2,75 3,0 2,25 -- 
20: Ay as 67,75 24,5 0,5 2,0 2,5 2,5 0,25 
+ Oe See 56,0 32,0 0,75 3,0 5,25 3,0 - 
96. Kin 56,75 34,25 1,0 1,75 2,75 3,0 
Se ae 58,75 34,25 0,5 1,75 2,75 2,0 
28. X... 55 55,5 37,0 0,5 1,0 4,0 2,0 - 
1, XI. 20 Blutentzug (aus rechter Carotis). 
Kérpergewicht 2020 g. 
2. XI.20 39,75 51,0 1,0 2,0 3,5 2,0 0,75 
3 SL. ,, 42,0 52,5 0,5 0,5 2,0 2,0 0,5 
4.X1..,, 4836 49,0 0,25 1,25 4,0 2,5 0,75 
6.245: Rs 32,5 0,75 2,25 3,5 2,0 0,5 
ee 2 rte 8 33,25 1,25 2,75 3,25 1,0 ~~ 
9. XJ. ,, 58,75 32,75 1,0 1,75 3,25 2,5 — 
80 T T 
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Abb. 2a. 


Abb. 2b. 





Datum 
17. IV. 21 


* 99 


4 


Jae 


<sa-4< 


4 


“Ad < 
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Kérpergewicht 2100 g. Normale Tiere. 


Datum 
AO 


* 9% 


Tabelle III. 


Kaninchen grau. 


Hamoglobin 


70 
70 
73 
73 
71 


Erythrocyten 
4 140 000 
4 120 000 
4 225 000 
4 725 000 
4 560 000 


WeiBe Blutkérp. 


10 200 
9 000 
9 500 
8 600 
8 400 


23. 1V. 21 Entfernung von Thymus. 


a= 


"2 
ns 
» V. 
»¥, 
Vs 
ke 
tv. 


70 
74 
73 
72 
70 
73 


73 


4 560 000 
4 675 000 
4 825 000 
4 606 000 
4 030 000 
4 630 000 
4 725 000 
4 525 000 
4 825 000 
4 435 000 
4 830 000 
5 130 000 


8 700 
8 100 
9 700 
10 100 
9 000 
8 700 
9 100 
9 200 
9 800 
10 100 
9010 
8 600 


Kérpergewicht 2100 g. Normale Tiere. 


60,25 
58,0 
ws 59,0 
60,75 


55,25 


Lymphoc. 


Neutr. 
34,0 
33,0 

36,25 
32,25 


36,75 


~ ae 
LOSINO. 


0,75 
0,75 
0,25 
0,5 


0,25 


Basophil. 
1,5 
2,75 
1,0 
3,0 
OF 


“0 


Uberg. 


1,5 
3,0 
oK 


2,5 
9 ON 


ae 


or 


2,5 


23. IV. 21 Entfernung von Thymus. 


54,75 
59,5 
61,0 
63,0 
62,0 
63,0 
64,25 
60,0 
59,5 
58,75 
59,75 


56,0 


39,0 
31,0 
32,25 
31,0 
32,0 
30,25 
30,75 
32,25 
33,25 
33,0 
35,0 
33,5 


0,5 
0,75 
1,0 
0,75 
0,25 
1,0 
6,5 
0,5 
0,75 
0,75 
0,25 


1,0 


1,5 
3,25 
1,0 
1,25 
1,75 
2,0 
1,25 
3,5 
2,75 
2,25 
2,0 


3,25 


975 


a l0 
2,0 
9 OF 


raya) 
2,0 
9 OF 


asad 
2,75 
1,0 
2,25 
2,0 
3,0 
2,5 


3,0 


Monoc. 


2,0 


2.0 
~I or Cl 
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ouanboscse 
wt we | 
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Abb. Ba. Abb. 3b. 
Tabelle IV. 
Kaninchen grau. 
Korpergewicht 2400 g. Normale Blutkérperchen. 
Datum Haimoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
22. IT. 21 WR merry ate 4 730 000,0 8 400,0 
Le 2 SN rmeract isl nee i 5 700 000,0 7 800,0 
GME eos eee ee 4 370 000,0 8 000,0 
Wee ask Se 4 495 000,0 7 700,0 
26. Il. 21 Entfernung von Thymus. 
Le hee ee ee ls a 5 200 000,0 10 000,0 
Bee a ev aes te ae 3 570 000,0 9 900,0 
fe: : ) SRE Cpe ae ar 4 450 000,0 9 800,0 
ES | 9 Re ier cae | 4 575 000,0 8 700,0 
NOG sk ee ae 4 855 000,0 8 900,0 
ie MBB gi oa ole bore See 4 425 000,0 9 600,0 
i Sat 0 2 Sas Sct” 4 625 000,0 10 100,0 
Ob} ES estes ie 4 465 000,0 9 700,0 
Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc, 
22. IT. 21 59,25 31,0 1,0 3,25 2,0 3,5 
GPE aan 60,75 33,25 0,75 1,25 2,25 1,75 
94, Ei... 55,25 39,0 1,0 2,0 1,0 1,75 
25. I. ,, 58,0 38,25 0,75 0,75 1,0 1,25 
26. I]. 21 Entfernung von Thymus. 
1. IIL. 21 61,25 32,75 _ 2,25 1,75 2,0 
2. TEE. 5, 64,50 30,75 0,25 1,25 1,0 1,25 
4. III. ,, 62,5 31,0 0,75 1,75 2,0 2,0 
&. Fi, 63,75 30,25 0,25 2,0 2,25 1,5 
VETS 5 60,0 32,25 0,75 3,25 2,0 3,75 
Lh: She; 61,0 31,75 1,0 2,75 2,5 1,0 
LG TEs. 5 58,75 33,25 0,75 2,0 2,5 2,5 


BURRS by 59,25 34,5 0,75 1,75 2,0 1,75 
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Tabelle V. 


Kérpergewicht 


Kaninchen grau. 
1700 g. Normaltiere. 


Datum Himoglobin  Erythrocyten Weie Blutkérp. 


11. XI. 
13. XI. 
15. XI. 
16. XI. 


29. XI. 


1. XII. 
4. XII. 
4. XII. 
6. XII. 
1}. XII. 
16. XII. 


20. 


72 
72 
70 
72 


4 325 000 
4 230 000 
4 100 000 
4 220 000 


8 000 
8 100 
9 600 
8 700 


26. XI. 20 Entfernung von Thymus. 


teow Ww Wh 


18. XII. 20 Entfernung der Milz am 
25. XII. 20 
27. XII. ;, 
20. SEB. 
SB.. ALE ss 


11 


13. 
15. 
. XI. 


Datum 
a. & & 


XI. 
XI. 


b 


5. I. 
+. de 
20 


” 


99 


20 


Lymphoc. 


21 

Eosino. 
0,75 
0,5 


Neutr. 
34,0 
32,75 

54,75 36,25 1,0 

60,25 31,75 0,75 

26. XI. 20 Entfernung 

58,25 0,75 

56,75 0,5 

60,0 1,0 

62,75 0,75 

63,25 1,0 

60,5 0.5 

58,75 0,25 


55,75 


57,75 


34,0 


4 100 000 
4 430 000 
4 200 000 
4 425 000 
4 625 000 
4 465 000 
4 230 000 


7 800 
6 500 
10 100 
8 700 
9 600 
9 700 
10 100 


friiher enthymierten Tiere. 


4 345 000 
4 210000 
5 425 000 
4 125 000 
4 830 000 
4 525 000 


Basophil. 


2,75 


a, 
2,5 
2,75 


2,0 


9 400 
8 700 
9 200 
10 100 
9 700 
9 100 


Uberg. Monoce. 
4,5 

3,75 
3,75 


2,25 


nt 


tb bo 
So 
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22. XI. 20 Entfernung der Milz am friiher exthymierten Tiere. 
Datum Lymphoc. Neutr. Eosino, Basophil. Uberg. Uberg. 
25. XII. 20 57,25 34,25 0,5 1,25 2,5 4,25 
27 RAL: 59,25 30,5 1,5 2,0 3,75 3,0 
29. XII. ,, 55,75 36,25 0,75 1,25 3,0 3,0 
30. XII. ,, 60,75 32,0 1,5 2,25 1,25 2,25 
5.1. 21 655,25 39,25 0,5 1,5 1,0 2,0 
i. »” 59,25 31,0 1,0 3,25 2,0 3,5 
ae 58,0 38,25 0,75 0,75 1,0 1,25 
J fy gene 60,75 33,25 0,75 1,25 2,25 1,75 
657 
60 
$ 
s 
Ps 
N25 
Abb. 5a. 
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Abb. 5b. 
Tabelle VI. Kaninchen schwarz. 
Kérpergewicht 1800 g. Normaltiere. 
Datum Hamoglobin Erythrocyten WeiBe Blutkérp. 
RS : See 70 4 150.000 7 700 
22. III. ,, 74 4 825 000 8 800 
SS |: Ne ae 71 4 120000 8 000 
ws | RET Se ea 72 4 425 000 9 600 
26. III. 21 Entfernung von Thymus. 
20) ILS 3 70 4 150000 9 000 
5S: 5 eee 71 4 205 000 8 900 
MG RA pra in oa re 73 4 930 000 10 200 
NERNEY Syprcit 6 Fea 72 4 820 000 10 000 
RS 3 De a ae a 70 4 130 000 9 800 
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Datum 
14. TV. 2 .. 
BR. EV iy: 
19. IV. 
ae: TF. 


Haimoglobin 


~I +3 +] +) 
— i BD 


+ 


Erythrocyten 
4 230 000 
4 625 000 
4 325 000 
4 240 000 


Weife Blutkérp. 
9 000 
12 000 
10 100 
9 100 


27. IV. 21 oe der Milzam friiherexthymierten Tiere. 


$7. EY. 

29. IV. 

ee arcs 

10. ice 

165. eae 
Datum  Lymphoc. 

21. ITI. 21 55,25 

22. TIL. ., 59,0 

23. ILI. 58,0 

24. Ill. ,, 60,0 


26. IIT. 


58,7é 
57,78 
59,5 
60,75 
61,25 


3 


~] -J «3 «J =] «J 


— 2D 


Neutr. 
36,25 
36,0 
34,0 
34,0 


Eosino. 
0,75 
0,5 
0,75 
0,5 


4 225 000 
4 330 000 
4 025 000 
4 230 000 
4 325 000 
4 130 000 


2,0 
0,75 
5 


3 
9 


7 
7 
0 


Basophil. 


8 800 
9 400 
9 000 
8 200 
8 000 
9 100 


Uberg. Monoc. 
2,0 
1,0 
3,0 
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Datum 


14. IV. 21 


Pa ee: 
19. TV.., 
23. IV. , 


Lymphoce. 


62,5 
60,75 
58,5 


59,25 


Neutr. 


G. Matsuno: 


Eosino. 


0,25 
0,5 
0,75 


0,25 


27. IV. 21 Entfernung der Milz am 


27; TV. Zi 
ae i eee 
Se” Sere 
Ae, Pre 
10. V. 
15. V. 


” 


” 


59,0 
55,25 
57,25 
58,0 
60,0 
61,0 


Kérpergewicht 2400 g. Normalzustand. 


Datum 


‘. 
8. 
ll. 
12. 
13. 


14. 


16. 
18. 
19. 
20. 
21. 


21. 


26. 
27. 
28. 
30. 


Datum 


7. IV. 21 
oe 5 ore 
a BS PR 
BR SVs Ss 
ae i Ae 


a A 


ENG BE «s 
| poe 

IV. 
IV. 
IV. 


IV. 


IV. 
sy. 
IV. 
IV. 
IV. 


IV. 
LY; 
iV. 
IV. 
‘. 


Lymphoc. 
60,25 
58,0 
59,25 
62,75 
55,25 


36,0 
39,75 
34,25 
38,0 
34,0 
33,0 


0,5 
0,5 
0,5 
0,75 
0,75 


Basophil. Uberg. 


a 
¢ 


“I to or 
or or 


1, 
3, 
1,7 
2,2é 


~ 


0,75 
1,5 
1,25 
1,0 
1,25 


2,25 


am 


Tabelle VII. 
Kaninchen schwarz (jung). 


Haimoglobin Erythrocyten 
70 4 240 000 
70 4 120000 
72 4 325 000 
74 4 652 000 
70 4 560 000 


64 
67 
69 


70 
73 
72 
74 


Neutr. 
34,0 
34,0 
36,25 
32,25 
37,75 


0,75 
0,75 
0,5 

0,25 


3 715000 
3 725 000 
4 540 000 
4 400 000 
4 230 000 
4 750 000 
4 430 000 


4 560 000 
4 675 000 
4 625 000 
5 250 000 


1,0 
1,75 
1,0 
1,0 
1,5 


2,0 
3,0 
2,5 
2,25 
2,5 


Monoc. 
2,0 2,0 
1,0 0,25 
1,25 1,0 
3,0 3,0 


1,5 
1,0 
2,5 
1,0 
99 


a a0 


2,0 


. IV. 21 Blutentzug (aus rechter Carotis). 


10 600 
9 000 
9 600 
8 900 
8 400 


10 900 
9 100 
12 000 
9 900 
8 300 
9 600 
7 600 


21 Entfernung von beiden Thymuslappen. 


8 900 
8 000 
8 100 
9 600 


2,0 
2,5 
1,0 
1,25 
2,75 


friiher exthymierten Tiere. 


2,25 
2,0 

4,25 
1,25 
1,75 
1,75 


WeiBe Blutkérp. 


Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. Myeloc. 
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13. IV. 21 Blutentzug (aus rechter Carotis). 

Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. Myeloc. 
14. IV. 2 53,25 40,5 0,5 
i. TY. , 49,75 37,5 O15 
16. IV. 48,75 43,25 0,25 
18. LV. 51,5 40,75 
19. IV. 63,0 30,5 0,5 
20. 1V. 60,0 34,0 
21. IV. 60,95 32,0 0,75 


2,25 3.5 
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21. 1V. 21 Entfernung von Thymus. 


2,75 


54,75 39,0 0,5 od 
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58,0 33,5 0.5 fy f 3,75 
90 


59,25 31,75 0,5 


Schwarzfleck. 
Korpergewicht 2400 g. 1. V. 21 Blutentzug. 
Datum Haimoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
70 4 430 000 9 000 
67 3 630 000 10 500 
69 3 825 000 9 100 
70 3 985 000 10 200 
7 605 000 10 200 


fe 


4 
7 4 445 000 10 000 
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73 375 000 10 600 
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Korpergewicht 2400 g. 1. V.21 Blutentzug. Thymuslos. 


Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. Myeloc. 


1. V. 21 60,5 31,0 1,25 2,25 2,25 2,75 

ae Bere 53,5 39,25 0,5 1,75 2,0 2,75 0,75 
Sh ae 57,75 33,5 0,75 1,25 3,0 2,0 1,5 

Sh ae 56,25 35,5 0,5 2,25 2,75 2,5 20,25 
CFs 53,75 37,5 1,0 1,5 3,0 3,25 

a Se 59,5 34,0 0,5 1,5 2,5 2,0 

a Ae 53,5 38,5 0,5 1,75 3,25 2,5 


Cyanwasserstoff. I. 
Einflu8 von Cyanwasserstoff auf Kontroll- und Versuchstiere. 


Es ist bekannt, daB der Sauerstoffmangel ein Mittel ist, die blutbilden- 
den Organe zu erregen. Dieser kann auf verschiedene Weise erzeugt werden. 
Hier wurde die experimentelle Dyspnée durch das Cyan hervorgerufen. 
Ich wurde speziell auf dessen Verwendung gefiihrt, weil sowohl Mansfeld 
als auch Sollberger sich seiner u. a. bedient haben. Durch die Blausaiure 
wird der normale Gaswechsel im Kérper zerstért. Das Blut, das die Capil- 
laren passiert, gibt nicht wie sonst seinen Sauerstoff ab, sondern behilt 
auch in den Venen je nach der zugefiihrten Dosis mehr oder weniger seine 
hellrote Farbe. Die Gewebe sind wahrscheinlich durch Fermentlaihmung 
nicht mehr imstande, den Sauerstoff in normaler Weise aufzunehmen. 

In Form von Acqua amygdalarum amarum kann Cyanwasserstoff 
genau dosiert werden, und deshalb wurde auch hier dieses Praparat benutzt. 
Acqua amygdalarum amarum enthalt 0% HCN. Der Cyanwasserstoff wirkt 
auch auf das Knochenmark voriibergehend sauerstoffentziehend. Da nun 
einerseits der Bestand besonders der roten Blutkérperchen durch eine sehr 
feine Regulation ziemlich konstant erhalten wird, da der Untergang roter 
Blutkérperchen selber einen Reiz fiir das erythroplastische System dar- 
stellt, wir aber andererseits gesehen haben, daB sowohl die Milz als auch 
die Thymusdriise einen EinfluB auf dieses System haben, erschien es inter- 
essant, den Sauerstoffmangel als Reiz zu benutzen, um so mehr als die 
Mansfeldsche Arbeit direkt den Angriffspunkt des Sauerstoffmangels 
fiir die Wirkung auf das Knochenmark in die Schilddriise verlegt hatte. 

Es ist aber vielleicht zunachst vorsichtiger, um nichts zu prajudizieren, 
die Fragestellung neutraler zu fassen und sie in folgender Weise zu stellen: 
Wie reagiert das Blutbild eines normalen Tieres, eines thymuslosen, eines 
milzlosen und eines doppeltoperierten Tieres auf geringe Mengen Cyan- 
wasserstoff ? 

Wie schon oben erwahnt, wurde Acqua amygdalarum amarum benutzt. 


Tabelle I. Kaninchen, silberfarbig. 
Kérpergewicht 1800 g Normaltiere. 


Datum Haimoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
he | RN 4 130 000 9 800 
Ss ARES ER eae 4 330 000 9 000 
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Datum Himoglobin Erythrocyten Weibe Blutkérp. 
Baya ee eS ee 4 205 000 8 700 
OE eae eee 4 430 000 10 000 
Owe: ace 6 Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
55 2 060 000 13 000 


10 Stunden nach der Injektion 
60 2 700 000 12 000 


30 Stunden nach der Injektion 
65 3 005 000 10 700 


60 Stunden nach der Injektion 


70 4005 000 10 000 
i 
Nach 3 Tagen 
i) ty ay | era 4 230 000 8 500 
(1 2) a ees eee | 4 125 000 9 100 


Datum Lymphoc. Neutr.  LEosino. Basophil. Uberg. Monoc. 























26. IV. 21 57,75 32,75 0,75 2,25 2,75 3,75 
i ae Pa 58,75 35,25 1,5 1,75 2,75 
y 2) Aa 59,0 37,0 0,75 1,25 1,0 1,¢ 
oO. TV: 5s 58,5 33,25 0,5 2,25 3,25 2,2 
BeMs. S Injektion von 1 mg HCN : 
5 Stunden nach der Injektion 
2,25 49,5 0,5 1,5 2,0 4,25 
10 Stunden nach der Injektion 
43,0 47,25 0,25 1,5 4,0 4,0 
30 Stunden nach der Injektion 
47,0 43,75 0,75 2,0 3,5 3,0 
60 Stunden nach der Injektion 
55,75 36,25 0,5 1,5 3,5 2,5 
Nach 3 Tagen 
we 58,25 36,5 0,5 1,5 1,0 2,5 
OS aes 57,25 35,25 0,5 2,5 2,0 2.5 
80 ‘ 
70 — he aininhasnel 
C | Wopmay tana / 3. hich 
50 ‘ee Bes 
< 60}+— 
Bs an | 
Sno 50 




















nach 5” 908 30%60" 37age7 


Abb. 8 a. Abb. 8b. 
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Tabelle II. 
Normalkaninchen. 


Kérpergewicht 2200 g. Normalkaninchen. 


Datum Hamoglobin Erythrocyten Weibe Blutkérp. 
DERAEDE oe ke ee 4 640 000 8 000 
(Sey {a a oy 73 4 400 000 11 000 
ae aai ys ve SSE e ee 4 825 000 8 000 
Boma sk Sate ee 4775 000 9 800 


Injektion von 1 mg HCN 


5 Stunden nach der Injektion 
62 3 645 000 10 500 


10 Stunden nach der Injektion 


66 3 850 000 9 900 
. 30 Stunden nach der Injektion 
71 4 225 000 10 200 


60 Stunden nach der Injektion 
73 4521 500 10 000 
5 Tage nach der Injektion 
73 4 400 000 8 600 
8 Tage nach der Injektion 
72 4 235 000 10 200 


Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. 


3. IT. 21 59,25 31,0 0,75 4,25 1,75 
3. i.» 60,25 31,5 0,25 2,0 4,0 
ae i ae 57,25 34,75 1,0 1,75 3,25 
Re Sa 58,0 34,0 5,0 2,75 3,75 


Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
52,25 39,75 0,75 2,25 2,25 
10 Stunden nach der Injektion 
58,25 33,75 0,25 3,0 2,0 


30 Stunden nach der Injektion 


59,0 32,5 0,5 2,5 3,5 
60 Stunden nach der Injektion 
58,25 32,75 0,5 1,75 3,5 


5 Tage nach der Injektion 
14. IT. 21 60,25 32,0 0,25 1,75 3,0 
ly Pa | ae 59,75 32,75 — 3,25 1,75 





3,0 
2,0 
2,0 
1,0 
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& 
Litt 
9 fre 2 a a ae | } $4 4 __4 1 
& s ——~—" ( ea wa 
&”~ Wormalzustandy V7 { 
> 50} 5+ ; = 
t = 
§ 45 } ie + 4 60 1S 
ad a pA 1 i 
2 x Normalzustang4” »* | 
A a i ag yp "E | 
i J an (is = a i i i 
mr sabi: nach 5® 10% 30% 60% 3Tagen 
Abb. 9a. Abb. 9b. 
Tabelle III. 
Kaninchen, grau. 
Kérpergewicht 2400 g. Thymuslos. 
Datum Haimoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
7. If. 2] 75 4 835 000 8 900 
i. A, 73 4 425 000 9 600 
16. SEY. ;, 74 4 625 000 10 100 
Ee, See 9 73 4 465 000 9 700 
Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
70 4005 000 12 000 
10 Stunden nach der Injektion ' 
72 4170 000 10 100 
30 Stunden nach der Injektion 
74 4 625 000 8 000 
60 Stunden nach der Injektion 
72 4 250 000 8 800 
5 Tage nach der Injektion 
22. III. 21 75 4 820 000 7 700 
26. 355.5 74 4700 000 7 900 
26. ITI. ,, 75 4 950 000 8 500 
Se EEE 5s 74 4780 000 9 500 
31. IIL. ,, 75 4 850 000 8 700 
Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. 
7. Ill. 21 60,0 32,25 0,75 3,25 2,0 3,75 
Lies, 61,0 31,75 1,0 2,75 2,5 1,0 
16. TE. 5 58,75 33,25 0,75 2,0 2,5 2,5 
oi. SEL, 59,25 34,5 0,75 1,75 2,0 1,75 
Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
58,0 36,75 0,25 1,5 1,25 2,25 
10 Stunden nach der Injektion 
58,75 32,25 0,75 2,25 2,50 3,5 
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30 Stunden nach der Injektion 
Datum Lymphoc. Neutr. LEosino. Basophil. berg. Monoc. 
62,0 33,25 1,0 2,5 0,5 1,0 
60 Stunden nach der Injektion 
61,25 30,25 0,5 1,25 3,75 3,0 
5 Tage nach der Injektion 
22. III. 21 63,25 30,0 0,75 1,5 2,25 2,25 
24. T1T.:4, 62,25 27,75 0,5 2,0 3,5 4,0 
26. III. ,, 55,75 36,25 0,75 1,25 3,0 3,0 
20. Ti, ,, 61,0 32,75 0,75 1,25 2,25 2,0 
Shy ELE 59,25 30,5 1,5 2,0 3,75 3,0 
" ene 
fo wl) WN Zfedeeoled | 
Lo a aa! Wormalzustand z= 
“Loe ee T 
c ih 60 s — 
rm ER 2 std + 
$35 sina a Normalzusfand es Ai Ce ie 
Ssot—L me UD 5 oom a 50 
Abb. 10a. Abb. 10b. 
Tabelle IV. 
Kaninchen, grau. 
Kérpergewicht 2100 g. Thymuslos. 
Datum Haimoglobin Erythrocyten Weibe Blutkérp. 
11. V. 21 72 4 525 000 9 200 
a sae 73 4 825 000 9 800 
18. V 72 4 435 000 10 100 
20. V. 73 4 830 000 9 010 
23. V. 74 5 130 000 8 600 
25. V Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
67 4 205 000 12 000 
10 Stunden nach der Injektion 
70 4 330 000 10 100 
30 Stunden nach der Injektion 
73 4 940 000 8 700 
60 Stunden nach der Injektion 
75 5010 000 8 400 
Nach 3 Tagen 
28. V. 21 73 4 430 000 9 200 
29. V. 72 4120 000 9 000 
35: Wiesy 73 4 525 000 9 800 
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Uberg Monoc. 


2,25 3,5 
2.0 ,70 
3,0 2,0 


ban 


Datum Neutr. Eosino. 
L}. V. 31 
i eae 
18. \ 
30. V. 
23. V. 

Vv 


oat 


Lymphoc. 
60,0 
59,5 
58,75 
59,75 
56,0 


Basophil. 


32,25 0,5 3,5 
33,25 
33,0 
35,0 


33,5 


0,75 y 


? 
mye 


0,75 & 
0,25 
0,1 3,25 


Injektion von 1 mg HCN 


. or 
2,0 2;5 


3,0 


5 Stunden nach der Injektion 


56,25 35,75 0,5 2,5 2,75 


10 Stunden nach der Injektion 
32,25 0,75 3,0 2,25 
30 Stunden nach der 
32,0 0,5 3,5 
60 Stunden nach der Injektion 


33,25 0,5 2,75 


Injektion 


2,5 


Nach 3 Tagen 
31, 0,25 
32, 0,5 
31,¢ 0,75 


60,75 
59,25 


59,25 
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AN \ Wormateystand 1] 


~——-" —_" | 














= 
nach 5% 10% 30% 60" 3Tagen 


Abb. Abb. 11 b. 


lla. 


Tabelle V. 


Kaninchen, grau. 


Kérpergewicht 1950 g. Milzlose und exthymierte Tiere. 


Datum Haimoglobin Erythrocyten Weibe Blutkérp. 


» A a: er ae 
Seas ee ee 
28. IV. 6 ew 
29. IV. pitdtaele. hs San 


70 


ae 


70 


4 430 000 
4 125 000 
4 130 000 
4 400 000 


12 000 
11 800 
9 600 
9 900 


Injektion von 1 mg HCN 


5 Stunden nach der Injektion 


4 225 000 


8 900 


10 Stunden nach der Injektion 


70 


4 120 000 


9 600 
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Datum Haimoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
30 Stunden nach der Injektion 
72 4 430 000 9 500 
60 Stunden nach der Injektion 
73 4 640 000 9 800 
Nach 3 Tagen 
3 IV. 2h. 73 4 325 000 9 700 
4595-55 72 4 120 000 10 100 
qs BY % 73 4 825 000 9 600 
Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. 
26. IV. 21 54,75 35,75 0,75 2,25 2,75 3,75 
7 ae 58,0 34,0 0,75 1,75 3,( 2,5 
28. IV. ,, 55,75 38,25 1,5 l, 7 2,75 
20. IV. , 57,5 37,0 0,5 2,0 1,5 1,5 
30. IV. , Injektion von 1 mg HCN 
5 Stunden nach der Injektion 
55,25 36,0 0,75 2,0 3,25 2,75 
10 Stunden nach der Injektion 
56,0 35,0 1,0 2,0 3,25 2,75 
30 Stunden nach der Injektion 
57,0 35,25 0,75 1,75 2,25 3,0 
60 Stunden nach der Injektion 
55,0 36,0 0,75 2,5 4,25 1,5 
Nach 3 Tagen 
3. V. 23 60,0 34,0 0,75 1,0 2,25 2,0 
S45 < 4 57,5 35,0 0,25 1,5 2,25 1,5 
BY. 58,0 38,25 0,75 0,75 1,0 1,75 
30 TT 
| | 
Ee | i L 
ed —— — . t ' tt j | 
” t : 1 8 sd | || Wormalzustand 
ge” ¢ Wormalzustand if g im | Bl. 
>50}-—- 5 ay es Se —+— 4 | | 
“514 PH rit oo foo OEE 
7s = Cee 
£35 </ 2 ae BS ee b— +4 Er a Br Be | 
$s0 ™ wach BF 707 30" 60% 3Tagen 
Abb. 12a. Abb. 12b. 
Tabelle VI. Kaninchen, schwarz. 
Kérpergewicht 1800 g. Milzlose und exthymierte Tiere. 
Datum Himoglobin Erythrocyten Weife Blutkérp. 
1.V. 21 71 4 230 000 8 200 
MEV ss 72 4 325 000 8 000 
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Datum Himoglobin Erythrocyten WeiBe Blutkérp. 
er 4 130 000 9 100 
Sa ee ee Injektion von 1 mg HCN 

5 Stunden nach der Injektion 
70 4 225 000 8 900 
10 Stunden nach der Injektion 
71 4310 000 9 600 
30 Stunden nach der Injektion 
72 4 825 000 8 000 
60 Stunden nach der Injektion 
72 4 405 000 8 700 
Nach 3 Tagen 
23. V. 21 SES Ta ey = 4 640 000 9 000 
We aes te ek ee 4 330 000 9 600 
Bhs Ve te 71 4 130 000 10 100 


Datum Lymphoc. Neutr. Eosino. Basophil. Uberg. Monoc. 






































7 ¥..21 58,0 38,0 0,75 1,0 1,0 1,25 
pe ere 60,0 34,0 0,75 1,25 2,25 1,75 
eae 61,0 33,0 2,25 2,0 1,75 
» ae Injektion von 1 mg HeN 
5 Stunden nach der Injektion 
57,75 37,25 0,75 2,25 1,25 0,75 
10 Stunden nach der Injektion 
59,25 34,5 0,5 3,0 1,75 1,0 
30 Stunden nach der Injektion 
58,75 33,0 1,0 2,0 2,75 2,5 
60 Stunden nach der Injektion 
60,0 35,75 0,75 1,5 1,0 1,0 
Nach 3 Tagen 
23. V. 21 59,25 34,25 0,75 1,75 2,0 2,0 
25. ¥. , 57,5 36,0 0,75 2,0 1,75 3,0 
SV % 58,75 + 37,0 0,5 0,75 1,5 5 
60 
65, a8 |_| 
S | | 
R 60\— a | Sa See SE GE 710 Ke 
> be aa! =| 7)  Wormolzustand 
255 4 Wortmalzustand | § | | =e 
& ~~ a Sy * 
S50 3 pei bicond FE 
$50}-++ | a 
45 |- & 60} t t 
3 t + a ——— ~ 4 J 
vs ait = ME ae cis SRL Bie ai i ea 8 oe eet 
£ — Normalzustand 
N30 50 pepe 
nach 5% 10% 30% 60% 3Tagen 
Abb. 18a. Abb. 18b. 
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Uber die Einwirkung von Metallen auf Sera. 


I. Serumfallung durch Metalle. 
Il. Komplement und Metallwirkung. 
lif. Keimtétung im Serum. (Ein chemotherapeutischer Versuch.) 


Von 


Leo Hess und Rudolf Reitler. 
(Aus der IIT. Medizinischen Klinik der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1921.) 


I. 


Werden Aufschwemmungen von roten Blutkérperchen in 


geeigneter Konzentration in isotonische Kochsalzlésungen, welche 


vorher durch bestimmte Zeit mit Metallen in Kontakt gestanden 
waren, eingetragen, so erfolgt Himolyse, deren Bedingungen und 
GesetzmaBigkeiten in einer vorhergehenden Mitteilung!) erértert 
wurden. Werden die Erythrocyten statt in Kochsalzlésung in Serum 
suspendiert, so hemmt dieses die Himolyse, ebenso bleibt dieselbe 
aus, wenn nicht ,,Metall-Kochsalzlésung‘, sondern ,,Metall-Serum* 
zur Suspension verwendet wird. Bei der letztgenannten Versuchs- 
anordnung konnten Fallungen des Serums durch das Metall 
festgestellt werden, deren Bedingungen nachzugehen uns von 
Interesse erschien, da wir in ihnen den Schliissel fiir die Erklirung 
der erwihnten Hemmung der Himolyse vermuteten. Inzwischen 
haben diese Studien weitere interessante Befunde ergeben, die 
aus 2 Griinden der Mitteilung wert sein mégen: Fiirs erste ergab 
sich eine Ausfallbarkeit von Serumeiweif mit Hilfe von blanken 
Metallen, die ganz eigenartigen Gesetzen folgt. Diese physikalisch- 
chemische Zustandsinderung des Serums durch Metalle diirfte, 


1) L. Hess und R. Reitler, Uber Himolyse durch oligodynamische 
Metallwirkung. Med. Klin. 1920, Nr. 38. 


4* 
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wie wir im folgenden zeigen werden, von Bedeutung sein fiir unsere 
Auffassung des Komplements frischer Sera. Endlich haben uns 
diese Experimente einen Weg zur therapeutischen Anwendung 
der oligodynamischen Metallwirkung gewiesen, der bisher nicht 
beschritten wurde und der, soweit unsere Eprouvettenversuche 
einen SchluB gestatten, aussichtsreich erscheint. 

Das Mengenverhaltnis zwischen Serum und Metall betrug 
stets 1 ccm Serum auf 1 qcem Metalloberflache. Bei den im 
folgenden mitgeteilten Versuchen wurde als Paradigma fir 
die Fallung durch Metalle Kupfer verwendet, jedoch stehen 
uns analog verlaufende Kontrollversuche mit anderen Metallen 
zur Verfiigung. 

Blanke Metallstreifen unter aseptischen Bedingungen in 
unverdiinntes natives Serum gebracht, rufen nach einigen Tagen 
bei Null Grad oder Zimmertemperatur Niederschlige hervor. 
Die Niederschlige sind von weiBlicher Farbe, grobflockig und 
haften an der Metalloberflache, in Lipoidlésungsmitteln sind sie 
unléslich. Bei langerem Stehen steigert sich die Menge des Nieder- 
schlages, schlieBlich tritt iiberdies infolge von Bildung des 1és- 
lichen Kupferalbuminates eine griinliche -Verfairbung der ganzen 
Fliissigkeit auf. Der Versuch, statt mit konzentriertem mit 
verdiinntem Serum angestellt, ergibt ein iiberraschendes Resultat. 
Es erfolgt in den verdiinnten Seris die Ausfillung rascher als in 
den unverdiinnten, bei héhergradiger Verdiinnung (5—10%) 
makroskopisch schon nach wenigen Minuten, wihrend die Aus- 
fillung héher konzentrierter Sera lingere Zeit erfordert. Dabei 
verdient hervorgehoben zu werden, daB kein strenger Parallelismus 
zwischen Serumkonzentration und der zur Ausfallung notwendigen 
Zeit besteht, da stark verdiinnte Sera unverhiltnismaBig rascher 
ausgefallt werden als konzentriertere. Als Beispiel diene folgender 
Versuch: 

Menschliches Serum wird zu 10°,, 15°,, 20°, usw. mit 
physiologischer NaCl-Lésung verdiinnt, mit Kupfer versetzt und 
im Eisschrank stehengelassen; nach 2 Stunden beobachtet man 
Ausfillungen bloB bei 10 und 15°, nach 24 Stunden ist die 
Fiallung bis zu 30°, Verdiinnung vorgeschritten. Die Griinfarbung 
durch Kupferalbuminat tritt auch bei verdiinnten Seris erst nach 
einigen Tagen auf. — Die besprochenen Niederschlige werden 


nur beobachtet bei Kontakt des blanken Metalls mit dem Serum; 
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,,Kupferwasser*, d. h. mit Kupfer vorbehandelte NaCl-Lésung 
erzeugt auch im stark verdiinnten Serum keine Fallung. 
Durch mikroskopische Beobachtung des Fallungsvorganges konn- 
ten wir uns iiberzeugen, daB die Fillung bei niedrigerer Konzen- 
tration augenblicklich eintritt, wobei der Niederschlag selbst 
kompakter erscheint bei Verwendung von etwas hdherer Serum- 
konzentration, wihrend verdiinntere Sera lockerer ausfallen. 
Diese Beobachtung erscheint uns deshalb nicht unwichtig, weil 
sie die oben erwihnte langsamere Fallung héherer Serumkonzen- 
trationen verstindlich macht. Oxydiertes Kupfer bewirkt 
weder makroskopisch noch mikroskopisch nachweisbare Fallung. 
Unterwirft man Sera in verschiedenen Konzentrationen der 
Metallwirkung, so zeigt sich, daB unter sonst gleichen Bedingungen 
die Fallungsgrenze frischer Sera bei héheren Konzentrationen 
gelegen ist als diejenige alterer Sera. Die Fallbarkeit geht 
also bei langerem Stehen des Serums zuriick. Die Ver- 
suche wurden derart angestellt, dafs menschliches Serum, steril 
aufbewahrt, an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen in einer 
von 5 zu 5 steigenden Konzentrationsreihe der Metallfaillung 
unterworfen wurde. Dabei ergab sich, daB die mit der Zeit ein- 
tretende Abnahme der Fillbarkeit von der Konzentration, in 
welcher das Serum aufbewahrt wurde, unabhingig ist. 
Versuch: Menschliches Serum wird A. konzentriert, B. in 50 proz. 
Verdiinnung steril im Eisschrank aufbewahrt und an 4 aufeinanderfolgenden 
Tagen ausgefallt. Ablesen nach 24 Stunden Eisschrank. 
A. 12 36 60 84 Stunden nach Entnahme d. Serums 
Hochste fallb. Kon- 
zentration in Proz. 20 20 15 15 
B. 12 36 84 Stunden nach Entnahme d. Serums 
Héchste fallb. Kon- 
zentration in Proz. 40 40 30 30 


Die Fallungsgrenze des frischen Serums und der Riickgang 


der Fallbarkeit nach lingerem Stehen variieren individuell. Fiir 


die erstere mag der EiweiBbgehalt des Serums von Bedeutung 
sein, der letztere ist, wie der eben erwiihnte Versuch lehrt, hiervon 
unabhingig. 

Unsere Beobachtungen iiber die maximale Fallbarkeit des 
Serums verschiedener Kranker und deren Riickgang ergaben 
folgende Zahlen: 








54 L. Hess und R. Reitler: 


Héchste nach 12 Stdn. Eisschrank noch 
ausgefillte Serumkonzentration 
Nummer Diagnose 12 Stdn. 80 Stdn. 
nach Entnahme 


l inkomp. Vit. cordis 20% 15% 
2. ” % ” 20,, 15,, 
3. Ca ventriculi 40,, 30,, 
4 Neurasthenie 20 5, 

5 Ca ventr. 40,, 30,, 
6. Aneurysma aortae 15,, — 
+i Gonorrhée 20,, 5S 
8. Trigem. Neuralgie o0;, 

9. Subphr. AbsceB £6: ; 

10. Ca pancreatis 30,, 25,, 
A. inkomp. Vit. cordis 20,, ~ 
12. Scleros. multipl. 15,, 

13. Ule. ventr. (Ca?) 25; LS; 
14. Gesund 20,, 

15. Enterit. ulcer. (Ca recti?) 20 és - 
16. Alte Hemiplegie 15,, 

17. kardiale Insuff. (Stauung) 25,, 

18. Neurose 20,, 15,, 
19. Poliomyelit. ant. acut. 20,, 
20. Ca vesic. felleae 30,, - 
21. Vit. cordis 20,, 10,, 
22. Cirrhos. hepatis 15,, - 
23. Vit. cord. (subfebril) 10,, - 
24. Nephritis (leicht. Odem) 20,, is 
25. Hochgrad. kard. Stauung 20,, 15,, 
26. Apicitis, Lues latens 20,, 10,, 
27. Kard. Insuff. hochgrad. 

Stauung 15,, — 


Ein Urteil iiber eine diagnostische Verwertbarkeit dieser 
Untersuchungsmethode kann wohl erst aus einer groBen Zahl 
von Untersuchungen gewonnen werden, nachdem vorerst der 
EinfluB physiologischer Vorgiinge auf das Verhalten des Serums 
in der in Rede stehenden Beziehung festgestellt worden ist. Doch 
ware eine solche Verwertbarkeit — der absoluten Fiallungs- 
grenze im Zusammenhalt mit dem jeweiligen Eiwei®gehalt des 
Serums oder des Riickganges der Fillbarkeit fiir sich allein — 
a priori nicht unwahrscheinlich. Jedenfallsist diedeutlich 
erhéhte Fallbarkeit des Serums Carcinomatéser 
bemerkenswert und fordert zu weiteren Unter- 


suchungen nach dieser Richtung hin auf. 
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I. 

Es erhebt sich nun die Frage nach dem Grund der Abnahme 
der Fiallbarkeit bei laingerem Stehen des Serums. Die einzig 
bekannte Verinderung, welche Sera schon bald nach ihrer Ge- 
winnung erleiden, ist die Verminderung resp. der Verlust ihrer 
komplettierenden Fahigkeit bei Immunititsversuchen. Wir sahen 
uns daher veranlaBt, native, komplementhaltige und inaktivierte, 
durch halbstiindiges Erwirmen auf 56° ihres Komplements 
beraubte Sera hinsichtlich ihrer Fallbarkeit miteinander zu ver- 
gleichen. 

A. Menschliches Serum wird sofort nach der Entnahme zum 
Teil inaktiviert, zum Teil aktiv in steigenden Konzentrationen 
wie oben der Fallung unterworfen. Ablesen nach 2 und 24 Stunden 


Kisschrank. 
2 Stdn. 24 Stdn. Kontaktdauer 
Fallungsgrenze aktiv 15% 30° 
“ inaktiv AG, 25 ,, 


B. Versuchsanordnung wie oben. Die Differenz in den 
Serumkonzentrationen betrigt jedoch bloB 1°. Ablesen nach 
24 Stunden Eisschrank. 


Fallungsgrenze aktiv 32% 
%” inaktiv 25,, 


Inaktivierte Sera sind somit schwerer fallbar als 
aktive. Am klarsten tritt dieser Unterschied zutage, wenn die 
Kontaktdauer zwischen Serum und Metallwasser etwa 24 Stunden 
betragt. Nach 48stiindigem Kontakt ist der Unterschied wieder 
verschwunden, wie folgender Versuch zeigt: 


Versuchsanordnung wie oben, jedoch lingere Kontaktdauer. 


Kontaktdauer 
12 Stdn. 24 Stdn. 36 Stdn. 48 Stdn. 
Fallungsgrenze aktiv 20% 20% 25% 25% 
a inaktiv .. 15,, 3. 25,, 


Eine Bedingung fiir die Abnahme der Fallbarkeit des Serums 
bei laingerem Stehen ist daher in dem Verschwinden des Kom- 
plements zu suchen; daB aber auBerdem noch andere Faktoren 
mitspielen, beweist der Umstand, da auch inaktives Serum bei 


langerem Stehen in seiner Fallbarkeit zuriickgeht. 
A. Aktives Serum wird 1. eine Stunde, 2. 24 Stunden, 
3. 48 Stunden nach Entnahme in iiblicher Weise der Fallung 
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unterworfen. Ablesung nach 12, 24, 36 Stunden Eisschrank. Die 


Fallungsgrenze betriigt: 


12 Stdn. 24 Stdn. 36 Stdn. 
1 Stunde nach Entnahme 20% 25% 35% 
24 Stunden ,, is 15,, 2,, 35 ,, 
48 ” 9° re 10 4 iss 25, 


B. Ein Teil desselben Serums inaktiviert wird analog be- 
handelt. Hierbei betrigt die Fallungsgrenze: 


Kontaktdauer 
12 Stdn. 24 Stdn. 36 Stdn. 
1 Stunde nach Entnahme 20% 20% 30% 
24 Stunden ,, = 15,, ., 30,, 
48 “ * ts i, ai, 25,5 


Weiter geht aus diesem Versuch hervor, da®B der Unterschied 
zwischen aktivem und inaktivem Serum um so friiher auftritt, 
je frischer das Serum ist und nach 48 Stunden giinzlich 
schwindet. 

In den vorstehenden Versuchen wurde stillschweigend die 
Annahme gemacht, da die einzige derzeit nachweisbare Ver- 
ainderung, welche Sera durch Stehenlassen unter aseptischen 
Bedingungen, sowie durch das Erwiirmen auf 56° erleiden, im 
Verschwinden des sog. Komplements bestehe und daher die 
Abnahme der Fillbarkeit der Sera durch Metalle nach lingerem 
Stehen oder Erwirmen mit diesem Komplementverlust in Be- 
ziehung gebracht werden miisse. Eine Stiitze fiir diese Annahme 
scheint uns folgende Versuchsanordnung zu bieten: Der Zusatz 
einer geringen Menge von frischem, komplementfreiem Serum 
(Meerschweinchen) zu inaktiviertem Menschenserum verbiirgt 
die Gegenwart von Komplement, ohne den Eiwei®gehalt wesent- 
lich zu verindern. Wiirde unserer bisherigen Annahme ent- 
sprechend zwischen Fillbarkeit und Komplementgehalt des 
Serums ein Konnex bestehen, so wiirde der eben erwahnte Zusatz 
die Fiallbarkeit des inaktiven Serums steigern miissen. Der 
folgende Versuch bestiitigt diese Voraussetzung: 

Frisch gewonnenes Menschenserum wird zum Teil inaktiv, 
zum Teil aktiv belassen, einer dritten inaktiven Portion wird 
2°, frisches Meerschweinchenserum zugesetzt, jede Portion wird 
nun wie iiblich der Fallung unterworfen. Ablesung nach 24 Stun- 


den Ejisschrank. 
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Letzte Fallung bei: 34°, aktiv, 
27,, inaktiv, 
29,, reaktiviert. 
DaB die durch Zusatz von 2°, Meerschweinchenserum be- 
wirkte geringfiigige Verinderung des EiweiBgehaltes nicht maf- 


gebend ist fiir die Anderung der Fallbarkeit, lehrt der Kontroll- 


versuch, in welchem unter sonst gleichen Bedingungen der Zusatz 
von 2° inaktivem Meerschweinchenserum zum gleichen inaktiven 
Menschenserum keine Anderung der Fallbarkeit hervorrief. 
Letzte Fallung bei: 34°, aktiv, 
26,, inaktiv, 
26,, inaktiv + inaktivem Meerschweinchen- 
serum, 

30,, reaktiviert. 

Wir glauben uns somit zu dem Schlusse berechtigt: 

Der bisher nur im biologischen Versuch zutage 
tretende Unterschied zwischen nativem und er- 
wirmtem oder stehengelassenem Serum, das sog. 
Komplement, hat sein physikalisch-chemisches 
Seitenstiick im differenten Verhalten gegeniiber 
der faillenden Wirkung blanker Metalle. Komple- 
menthaltige Sera sind leichter fallbar als komple- 
mentfreie. 

In dem vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, daB die 
Niederschlagsbildung durch blankes Metall in komplement- 
haltigem Serum bei gleicher Kontaktdauer bis zu héheren Kon- 
zentrationsgraden fortschreitet als in komplementfreiem. Es fiilt 
somit dem Komplement eine gewisse Rolle bei der Ausfillung zu, 
sei es, daB die Fallung im allgemeinen begiinstigt, sei es, dab 
die Differenz der Fallungsgrenzen zwischen aktivem und inaktivem 
Serum durch ausgefilltes Komplement selbst hervorgerufen wird. 
In beiden Fallen muB eine innigere Beziehung zwischen Komple- 
ment und Metall angenommen werden, und es entsteht die 
Frage, ob bei Bestehen einer solchen Beziehung die komplettierende 
Eigenschaft des aktiven Serums in irgendeiner Weise beeinfluft 
werde. Zur Erérterung dieses Problems wire ein doppelter Weg 
méglich gewesen: Es konnten blanke Metallstreifen mit dem zu 
priifenden Serum stehengelassen und dieses sodann auf seine 
komplettierende Fahigkeit gepriift werden; oder aber war aktives 
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Serum in abgestufter Konzentration mit Kochsalzlésung, welche 
mit Kupfer vorbehandelt worden war, zu mischen und hierauf 
die in Rede stehende Auswertung durchzufiihren. Wir wahlten 
die letztere Alternative, da bei der erstgenannten Versuchsordnung 
quantitativ unkontrollierbare Serumverinderungen verschiedener 
Art (Anderungen des EiweiBgehaltes usw.) infolge der beschriebe- 
nen Fallung den Versuch beeintrachtigt hatten, wahrend die 
Mischung von Serum mit Kupfer-Kochsalzlésung, wie erwihnt, 
keinen Niederschlag gibt. Die Kupfer-Kochsalzlésung war stets 
derart hergestellt, daB 1lcem Fliissigkeit auf 1 qem Kupfer- 
oberfliche 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen 
worden war. 

1. Komplement wird 1: 20 mit Kupferwasser verdiinnt durch 6 Stunden 
stehengelassen, sodann zu einem hamolytischen System mit fallenden 
Komplementmengen aufgefiillt. Zur Vermeidung der Kupferhimolyse, 
welche iibrigens stets erst nach mehrstiindiger Latenzzeit eintritt, wird 
iiberall gleichviel inaktiviertes Pferdeserum zugesetzt. SchlieBlich wird 
zur Herstellung vollstandig gleicher Bedingungen iiberall die entsprechende 
Menge NaCl-Lésung hinzugefiigt. Ablesung nach 1/, Stunde Brutschrank. 


Gekupfertes Meerschweinchenserum Lysis 
0,1 cem komplett 
0,08 ,, > 
0,06 ,, ” 
0,04 ,, ” 
002 .,, inkomplett 
Natives Meerschweinchenserum Lysis 
0,1 cem komplett 
0,08 ,, ” 
0,06 ,, ” 
0,04 ,, 99 
0,02 ,, ’ 


2. Komplement wird 1: 50 mit Kupferwasser verdiinnt und in gleicher 
Weise behandelt. Ablesung nach 2 Stunden Brutschrank. 


Gekupfertes Meerschweinchenserum Lysis 

0,14 ccm komplett 
O52 5 ” 

0,10 ,, ” 

0,08 ,, 9 

0,06 ,, ” 

0,04 ,, ” 

0,02 inkomplett 
G01 ,, kompett 


0,005 ,, 0 
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Natives Meerschweinchenserum Lysis 
0,14 ecm komplett 
0,12 ,, o- 
0,10 
0,08 ,, pa 
0,06 ,, Pm 
0,04 ,, $9 
0,02 ,, = 
OG} . ae 
0,005 ,, inkomplett 
0,0025 ccm ‘a 
0,0013 ,, 0 


3. Komplement wird 1: 100 mit Kupferwasser verdiinnt und in 
gleicher Weise behandelt. Ablesung nach 2 Stunden Brutschrank. 


Gekupfertes Meerschweinchenserum Lysis 
0,05 ecm 0 
0,04 = ,, 0 
0,03 ,, 0 
0,02 “ 0 
0,01 “ 0 
0,005 ,, 0 
0,0025 ,, 0 

Natives Meerschweinchenserum Lysis 

0,05 cem komplett 
0,04 ,, ” 
0,03 5» 9 
0,02 
0,01 ,, ” 
0,005 ,, 9 
0,0025 cem 9 
@,001 =. inkomplett 
0,0005_ ,, Spuren 
0,00025 ,, 0 


4. Komplement wird mit Kupferwasser | : 100 verdiinnt, geschiittelt 
und sofort mit Erythrocyten und Amboceptor in den iiblichen Mengen- 
verhaltnissen versetzt und durch 2 Stunden im Brutschrank belassen: 
Komplette Hemmung. Die Kontrolle, d. i. ungekupfertes Komplement 
1 : 100 verdiinnt, ergibt komplette Lysis. 

Es ergibt sich somit aus den mitgeteilten Versuchen, daB 
in einem himolytischen System, dessen Komple- 


ment der Kupferwirkung ausgesetzt war, die Lysis 
unterbleibt. Die komplettierende Eigenschaft des aktiven 
Serums geht also unter den angefiihrten Versuchsbedingungen 
verloren, wenn die oben supponierte Beziehung zwischen Serum 
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und Metall hergestellt wird. Dabei konnten wir eine obere Grenze 
der Komplementkonzentration feststellen, bis zu der die Zerst6- 
rung des Komplements praktisch vollstindig ist (Versuch 3), 
waihrend bei Anwendung héherer Konzentrationen die Lysis nur 
unvollstindig gehemmt wird. Da in allen diesen Versuchen die 
Amboceptormenge stets die gleiche war, kommt als Angriffspunkt 
der Metallwirkung aller Wahrscheinlichkeit nach nur das Kom- 
plement in Frage. Immerhin bleibt zu erértern, ob nicht auch 
die anderen Glieder des himolytischen Systems eine Anderung 
durch das Metallwasser erfahren. 

5. 0,05 cem einer 20 proz. Aufschwemmung von Hammelerythrocyten 
werden mit 2 ccm Cu-Wasser geschiittelt, sodann eine halbe Stunde lang 
im Brutschrank stehengelassen, abzentrifugiert, gewaschen und endlich der 
himolytische Versuch angestellt. 

0,05 cem gekupferte Erythrocyten + 1,0cem NaCl-Lésung + 0,01 ccm 

Komplement + 0,002 cem Amboceptor: Lysis. 

0,05 cem normale Erythrocyten + 1,0 cem NaCl-Lésung + 0,01 com Kom- 
plement + 0,002 cem Amboceptor: Lysis. 


Die Léslichkeit der Erythrocytenerfaihrt durch 
den Kontakt mit Cu-Wasser somit keine Anderung. 


6a. Amboceptor wird im Verhaltnis 1 : 500 mit Cu-Wasser durch 
6 Stunden im Eisschrank stehengelassen. Um eine eventuelle Abgabe 
von iiberschiissigem Cu an zugesetztes Komplement zu vermeiden, wurde 
der gekupferte Amboceptor mit Erythrocytenaufschwemmung 1 : 0,05 
eine halbe Stunde im Brutschrank stehengelassen, die Erythrocyten wurden 
sodann abzentrifugiert, gewaschen und mit Komplement versetzt: Komplette 
Lysis. 

6b. Bis 1: 1600 ausgewerteter Amboceptor wird mit Cu-Wasser 
1 : 500, 1 : 1000, 1 : 1500 gemischt, sodann nach 6 Stunden Stehen im Eis- 
schrank mit Blutkérperchenaufschwemmung 1:0,05 versetzt, nach 
'/, Stunde Brutschrank abzentrifugiert. Die Erythrocyten wurden hierauf 
gewaschen und der Einwirkung von Komplement unterworfen. Als Kon- 
trolle dient ebenso verdiinnter, nichtgekupferter Amboceptor bei sonst 
gleicher Versuchsanordnung. 


Gekupferter Amboceptor Lysis Ungekupferter Amboceptor Lysis 
1 : 500 komplett 1 : 500 komplett 
1 : 1000 inkomplett 1 : 1000 ‘3 
1 : 1500 1 : 1500 


Der Amboceptor hingegen erleidet bei hoch- 


gradiger Verdiinnung bis nahe an die Titergrenze 


eine gewisse Abschwachung, die sich in unkom- 
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pletter Lysis manifestiert, docherscheint es unmég- 
lich, seine Wirkung vollstindig auafzuheben wie es 
beim Komplement der Fall war. 

Die komplettierende Eigenschaft des aktiven Serums zerfallt 
bekanntlich in 2 Komponenten: Die Bindungsfahigkeit an den 
Amboceptor (Mittelstiick) und die lytische Wirksamkeit (End- 
stiick). Daf das Metall nur die letztgenannte Komponente be- 
einfluBt, ist nach folgendem Versuch wahrscheinlich : 

7. Amboceptor wird 1 : 50 mit NaCl-Lésung verdiinnt, zu gleichen 
Teilen mit nativem Meerschweinchenserum gemischt, '/, Stunde im Brut- 
schrank stehengelassen, das Gemisch hierauf | : 100 a) mit Cu-Wasser, 
b) mit gewoéhnlicher NaCl-Lésung verdiinnt, 6 Stunden stehengelassen, 
sodann zu je lcem der angegebenen Verdiinnung 0,05 Erythrocyten- 
aufschwemmung zugesetzt und 2 Stunden im Brutschrank gelassen. 

Ergebnis: a) 0, 

b) komplette Lysis. 


II. 

Uberblickt man die Versuche, die zum Zwecke der 
inneren Antisepsis von den verschiedensten Autoren angestellt 
worden sind, so erkliren sich, wenn man von der Bekiimpfung 
der Spirillosen durch P. Ehrlich und vielleicht noch der Chinin- 
wirkung bei Malaria und der Wirkung des Emetins auf die Amében 
der Dysenterie absieht, die MiBerfolge dieser Bemiihungen im 
wesentlichen aus 2 Momenten: Entweder ist es die hohe Organo- 
tropie des Desinfiziens, welche die Anwendung geeigneter Quan- 
titaiten desselben und damit die Erreichung einer zur Desinfektion 
nétigen Konzentration verbietet, oder es erleidet die bactericide 
Kraft des Arzneistoffes im kolloidalen Medium des Serums oder 
der Gewebsfliissigkeiten eine so weitgehende Abschwiichung, dab 
der Erfolg vereitelt wird. Praktisch kommen zumeist beide 
Faktoren gleichzeitig in Betracht. Diese Erwagungen gelten nicht 
nur fiir die chemischen Desinfektionsmittel (Chemotherapie im 
engeren Sinne), sondern auch fiir die zum Teil physikalischen 
Krafte, welche die photodynamischen Mittel entfalten, deren 
praktische Anwendung bisher keinen Erfolg brachte. Demgegen- 
iiber zeigen die Erfahrungen iiber die komplexen, im Serum 
immunisierter Tiere vorhandenen Lysine, da Koérper dieser 


Kategorie in ihrer Wirkung durch Serum nicht beeintrachtigt 


werden: Hier handelt es sich eben um so hohe Grade der Spezifitat, 
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daB eine Ablenkung, sei es durch Serum, sei es durch die Kérper- 
zellen, nicht in Betracht kommt. Wollte man die bactericide 
Funktion oligodynamisch wirksamer Fliissigkeiten zur inneren 
Antisepsis heranziehen, so wiire zunichst die Frage der Organo- 
tropie zu erértern. InVersuchen, welche friiher mitgeteilt wurden’), 
konnte gezeigt werden, da Hiimolyse durch solche Fliissigkeiten 
erzielt werden kann. Eine Alteration sowohl der Erythrocyten 
als auch anderer Koérperzellen in vivo wire daher immerhin im Be- 
reiche der Méglichkeit gelegen. Freilich zeigten schon die Studien 
iiber Himolyse, daB die Lysis durch oligodynamische Metallwirkung 
im kolloiden Medium des Serums in vitro eine betrachtliche Ein- 
schrinkung erfihrt. Um diesbeziigliche Klarheit zu gewinnen, 
haben wir an Ratten durch Wochen hindurch Tag fiir Tag Injek- 
tionen mit oligodynamischen Cu-Lésungen vorgenommen; injiziert 
wurden, je nach GréBe der Tiere 2—5 ccm tiaglich. Zur Kontrolle 
dienten Injektionen gleicher Quantititen physiologischer NaCl- 
Lésung. Die histologische Untersuchung der Organe ergab in 
keinem Falle wesentliche Verinderungen. Ebenso blieb jede 
Haimolyse aus. Eine Zellschidigung durch oligodynamische 
Flissigkeiten kommt somit nicht in Betracht, hingegen haben 
Salus*), Baumgartenu. Luger’), Saxl*) u. a. darauf hinge- 
wiesen, da in vitro die Gegenwart von Serum die bactericide Wir- 
kung solcher Fliissigkeiten weitgehend abschwicht. Ebenso hat uns 
das Studium der Haimolyse, wie schon mehrmals bemerkt wurde, 
ergeben, daB zwar Suspensionen von Erythrocyten in NaCl-Lésung 
durch oligodynamische Fliissigkeiten hamolysiert werden, daB je- 
doch Serum statt NaCl-Lésung als Suspensionsmittel verwendet, die 
Hamolyse hemmt. Dieser hemmende EinfluB des Serums auf die bac- 
tericide und himolysierende Fahigkeit oligodynamischer Lésungen 
1aBt sich in Parallele stellen zu der erwihnten Abschwachung anderer 
Desinfizientien durch Serum. Dabei muB aber betont werden, 
daB diese Abschwichung bei oligodynamischen Flissigkeiten im 

1) L. Hess und R. Reitler, 1. ¢. 

2) G. Salus, oligodysamische Metallwirkungen. Wiener Klin. Wochen- 
schrift 1919 Nr. 51. 

3) A. Baumgarten und A. Luger, Uber die Wirkung verdiinnter 
Metallsalzlésungen auf Diastose. Ebenda, 1917 Nr. 39. 

4) P. Saxl, Wiener Klin. Wochenschr. 1917 Nr. 23 u. 31; 1919 
Nr. 40, Mediz. Klinik 1917 Nr. 28 u. 46 (daselbst ausgiebige Literatur- 
nachweise). 
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Gegensatze zu der anderer Antiseptica so hochgradig ist, daB sie 
zur fast volligen Aufhebung der Bactericidie fiihrt. 

Wenn somit oligodynamische Lésungen im Tierexperiment 
keine Organotropie zeigen, anderseits ihre Bactericidie fast 
vollig einbiiBen, kommt fiir die Zwecke der inneren 
Desinfektion nur der eine Weg in Betracht, die wirk- 
samen Metallteilechen durch Fixierung an Zwischen- 
kérper, deren Ablenkbarkeit durch Serum infolge 
ihrer Spezifitat gleich Null ist, an die Bakterien heran- 
zubringen. Es wiirde in diesem Versuchsplan nach den Vor- 
stellungen, welche Ehrlich entwickelt hat, der Zwischenkérper 
die Schiene sein, welche das Metall in oligodynamischer Ver- 
diinnung an den Erreger herantrigt. Naturgemifs muB die Bin- 
dung zwischen Metall und Zwischenkérper vor Einwirkung auf 
etwaige im Serum suspendierte Erreger erfolgen. Fiir die Rolle 
eines derartigen Zwischenkérpers kime in erster Linie ein 
spezifischer Amboceptor in Betracht. 

Unsere Versuche tiber die Beeinflussung des komplexen 
hamolytischen Systems haben jedoch gelehrt, daB eine Bindung 
des Cu an den Amboceptor nicht stattfinden diirfte (vgl. Ver- 
such 6a). Mit Sicherheit beweist dieser Versuch das Fehlen einer 
derartigen Bindung nicht, da diese bestehen kénnte, auch ohne 
sich in Hemmung der Himolyse zu aiuBern. Immerhin schien 
es ratsamer, jenen Korper zur Fixation des Metalls zu verwenden, 
dessen Bindungsfaihigkeit an dasselbe feststeht: das Komplement. 
Zwecks Bindung des mit Metall beladenen Komplementes an 
die Bakterienzellen mute der entsprechende Amboceptor zwischen- 
geschaltet werden!). Es war also eine Kette: Antigen-Ambo- 
ceptor-Komplement-Metall herzustellen, wobei dem Immun- 
kérpersystem die Funktion der Schiene im Sinne Ehrlichs 
zufiel. Unsere Versuche sollten erweisen, ob sich eine keimtétende 
Wirkung oligodynamischer Lésungen trotz der zwischengeschal- 
teten EiweiBkérper geltend macht. 

Versuch: Polyvalentes Streptokokkenserum (Paltauf) wird mit 
frischem Meerschweinchenserum (d. i. Komplement) zu gleichen Teilen 
gemischt und 

1) Mit Riicksicht auf die oben beschriebene hemmende Wirkung des 


Metallwassers auf die lytische Funktion des Komplements kommt eine 
Addition des oligodynamischen und spezifisch bakteriolytischen Effektes 


kaum in Betracht. 
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a) mit 12tagigem ,,Kupferwasser“, 
b) mit physiologischer Kochsalzlésung, 
beide Male im Verhaltnis 1 : 50 verdiinnt, ferner werden 
c) polyvalentes Streptokokkenserum allein (d. i. Amboceptor), 
d) Meerschweinchenserum (d. i. Komplement) allein, 
beide Male im Verhialtnis 1 : 100 mit ,,Kupferwasser‘‘ verdiinnt. Als Kon- 
trolle dient 
e) 12tagiges Kupferwasser, 
f) physiologische Kochsalzlésung, 
beide ohne weiteren Zusatz. 
Zu je lcem dieser Lésungen werden 0,1 ccm einer Streptokokken- 
aufschwemmung in Kochsalzlésung hinzugefiigt und 
I. 24 Stunden im Brutschrank, 
II. 24 Pe 
stehengelassen. Hierauf wird je 1 Ose auf einer Agarplatte ausgestrichen 
und nach 24 Stunden Brutschrank die Kolonienzahl festgestellt. 


, Eisschrank 


I. a) 6 (0 
b) 0 
c) 0 
d) 0 
e) 0 
ee ee ae 


Sowohl das im Uberschusse vorhandene oligodynamisch wirksame Kupfer- 
wasser (a, c, d, e) als auch das bakteriolytische System (b) haben in dieser 
Versuchsanordnung das Bakterienwachstum komplett gehemmt. 


Il. a) 213 Kolonien 


b) 643 * 
c) 60 99 
d) 711 . 
e) 265 * 
f) 1020 ‘ 


Die intensivste Wachstumshemmung ergibt somit Kupfer- 
wasser allein (e). Von diesem bereits bekannten oligodynamischen 
Effekt soll weiter hier nicht mehr die Rede sein. Die Mischung 
von Kupferwasser mit amboceptorhaltigem Serum (c) zeigt nur 
eine geringe Verminderung der bactericiden Kupferwirkung. Diese 
Verminderung wird hinreichend erklart durch die jedem Serum 
zukommende Fahigkeit, die Wirkung aller Desinfizientien, ins- 
besondere die oligodynamische Wirkung abzuschwachen. Dem - 
gegeniiber fallt auf, daBkomplementhaltiges Meer- 
schweinchenserum in gleicher Verdiinnung die 


Kupferwirkung in ganz erheblichem MaBe ein- 
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schrankt) d). Diese groBe Differenz kann wohl kaum auf 
die verschiedene Herkunft der beiden Sera allein § zuriick- 
gefiihrt werden. Sie gemahnt uns an die in den friiheren Ab- 
schnitten besprochene differente Fallbarkeit aktiver und inaktiver 
Sera, sowie an die Aufhebung der Komplementwirkung durch 
Kupferwasser. Vielleicht kénnte man an eine Ablenkung der 
Kupferwirkung durch das Komplement denken. Wir kommen 
auf die Frage noch einmal zuriick. Bei Gegenwart von Kupfer- 
wasserkomplement und Amboceptor, d. h. wenn eine Bindung 
des ,,gekupferten*’ Komplements an die Keime anzunehmen ist, 
tritt die Kupferwirkung wieder deutlicher hervor (a) und iiber- 
trifft sogar die keimtétende Kraft des bakteriolytischen Systems 
allein (b). Dieser Effekt (a) kann nicht der Ausdruck einer addi- 
tiven Wirkung zweier Desinfizientien, nimlich der keimtétenden 
Kraft des Cu-Wassers vermehrt um die bakteriolytische Kraft 
des Immunserums sein. Die Versuche, itiber welche im Abschnitt I 
berichtet wurde, haben ja gezeigt, daB bei einer Mischung von 
Kupferwasser mit Komplement und Amboceptor eine Zerstérung 
der Immunk6rperwirkung eintritt. Damit werden wir zu 
der Annahme gedriangt, daB bei der Kombination: 
Kupfer-Komplement-Amboceptor keine Immun- 
kérper-,sondern bloB eine Kupferwirkung zur Gel- 
tung kommt. Doch ware zu erwarten, dai die Kupferwir- 
kung bei diesem Versuch gegeniiber Versuch e) (Kupferwasser 
allein) im gleichen Mafe vermindert wiirde wie im Versuch d) 
(Kupfer- Komplementmischung), da in beiden Versuchen die 
gleiche Menge Komplement und Kupfer verwendet wurde und 
somit die gleiche Menge iiberschiissigen, nicht an das Komple- 
ment gebundenen Kupfers zur Wirkung kommen muBte. Die 
stirkere Keimtétung im Versuch a) gegeniiber Versuch d) bedarf 
somit einer Erklarung. Die Versuchsanordnungen d) und a) unter- 
scheiden sich voneinander bloB durch die Gegenwart des Ambo- 
ceptors im letzteren Falle. Somit kann nur dieses Moment die 
Erhohung der bactericiden Wirkung erkliren. Wir stellen uns 
daher vor, daB nicht bloB das itiberschiissige Cu 
zur Wirkung gelangt, sondern auch das an das 
Komplement gebundene mit Hilfe des Ambo- 
ceptors zum Teil wenigstens auf die Keime iber- 
tragen wurde. 
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Ungeklart bleibt einstweilen, wie schon angedeutet wurde, 
die Tatsache der Hemmung der bactericiden Cu-Wirkung durch 
Komplement. Uberdies spielen aber in der soeben mitgeteilten 
Versuchsanordnung der oligod ynamische Effekt des iiberschiissigen 
Kupfers und die hypothetische Wirkung des mit Hilfe des Immuni- 
tatskorpersystems auf die Bakterien iibertragenen Cu in so ver- 
wickelter Weise ineinander, daB eine klarere und iibersichtlichere 
Anordnung der Versuchsbedingungen geboten erscheint. 


Komplement- und Kupferwirkung. 

Frisches Meerschweinchenserum wird zur Hilfte aktiv, zur 
Halfte inaktiv im Verhialtnis 1 : 100 mit 8tagigem Kupferwasser 
verdiinnt, mit Streptococcus brevis gleichmaBig beimpft und durch 
24 Stunden im Eisschrank stehengelassen. Sodann wird von 
jedem Roéhrchen je 1 Ose auf 4 Agarplatten ausgestrichen und 
diese durch 24 Stunden im Brutschrank belassen. Die durch- 
schnittliche Kolonienzahl betrug: 

Inaktives Serum 48 Kolonien 
aktives = 68 99 
Kontrolle in phys. NaCl-Lésung 116 ” 

Kupferwasser hat somit in Gegenwart von aktivem wie 
inaktivem Serum das Bakterienwachstum eingeschrinkt. Da 
aber die Kolonienzahl bei Gegenwart von aktivem Serum um 
1/, groBer war als bei Gegenwart von inaktivem Serum, hat das 
aktive Serum die bactericide Wirkung des Kupferwassers mehr 
eingeschrankt. 

Der zweiten der oben aufgestellten Forderungen glauben wir 
in folgender Weise Geniige geleistet zu haben: Um vorerst eine 
Bindung zwischen Immunk6rpersystem und Kupfer herzustellen, 
wurde eine Mischung von polyvalentem Streptokokkenserum 
und frischem Meerschweinchenserum (2 : 1) mit 8tagigem Kupfer- 
wasser im Verhaltnis 1 : 20 verdiinnt. Um die oligodynamische 
Wirkung des iiberschiissigen Kupfers, d. h. des nicht an Komple- 
ment gebundenen, auszuschalten, wurde die l0fache Menge 
inaktiven normalen Kupferserums zugesetzt. Wir nahern uns durch 
diesen Vorgang den in vivo gegebenen Verhiltnissen. Als Kontrolle 
dienten reines Kupferwasser + inaktives Pferdeserum (1 : 10), 
sowie das erwihnte Komplement-Amboceptorgemisch mit gew6hn- 
licher Kochsalzlésung 1:20 verdiinnt und ebenfalls mit der 
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10fachen Menge des Pferdeserums versetzt. Alle Réhrchen mit 
Streptococcus brevis beimpft, verblieben bei 37° im Brutschrank. 
Nach 6 und 12 Stunden wurden auf Agarplatten in der iiblichen 
Weise Kulturen angelegt und die Kolonien ausgezihlt. Wir 
teilen als Beispiel mit: 
A. Nach 6 Stunden: 

Cu-Wasser . . . .. . 96 Kolonien 

Immunk6rpersystem. (verunreinigt) 

Cu-Immunkérpersystem 132 Kolonien 


B. Nach 12 Stunden: 


Cu-Wasser ..... . 269 J 
Immunk6érpersystem . 535 in 
Cu-Immunkérpersystem 32 re 


Lingere Verweildauer der Réhrchen im Brutschrank ver- 
wischt wieder die nach 12 Stunden hervorgetretenen Differenzen. 
Wir sehen von der detaillierten Wiedergabe der beziiglichen 
Protokolle ab. 

Weitere analoge Versuche mit verschieden dichter Beimpfung 
der Réhrchen zeigten naturgemaiB Differenzen im prozentuellen 
Verhaltnis der Kolonienzah! von Kupferwasser zum Immun- 
kérpersystem und gekupfertem Immunkérpersystem. Ein Opti- 
mum gaben die Versuche mit mitteldichter Beimpfung und bei 
der Verweildauer von 12 Stunden. Im Prinzip fielen aber alle 
Versuche gleichsinnig aus, wie die Durchschnittszahlen aus simt- 


lichen Versuchen nach 12 Stunden zeigen: 


Kupferwasser ... . . 977 Kolonien 
Immunk6rpersystem. . . 1126 9% 
Cu-Immunkorpersystem . 362 ” 


Es scheint uns somit erwiesen, dab die oligodynamische 
Cu-Wirkung im Serum nach vorhergehender Bin- 
dunganein spezifisches Immunkérpersystem merk- 
lich besser zur Geltung kommtals ohne dieses. Die 
Zahl der entwicklungsfahigen Keime wurde stets, mitunter so- 
gar auBerordentlich stark verringert, doch konnte eine véllige 
Desinfektion bisher nicht erreicht werden. Der Grund _hierfiir 
diirfte ein doppelter sein: Fiirs erste wird sicherlich nicht das 
gesamte Cu an das Komplement gebunden, sondern ein Teil von 
den iibrigen kolloiden Substanzen des komplementhaltigen Serums 
abgelenkt. Zweitens aber ist eine gewisse Abschwaichung der 
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bactericiden Kraft des Metalls durch die Zwischenschaltung des 
Immunkorpersystems mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen. 

Die entwicklungshemmende Wirkung der an ein Immun- 
kérpersystem gebundenen Cu-Teilchen auf Bakterien unter Be- 
dingungen, welche den in vivo gegebenen ziemlich nahe kommen, 
stellt ein Paradigma dar, nach welchem im Prinzip auch andere 
Desinfizientien im Serum in hoher Verdiinnung zur Wirkung 
gebracht werden kénnten. 

Weitere Versuche haben demnach zu lehren: 

1. Ob das von uns eingefiihrte Prinzip blo8 fiir oligod ynamische 
Lésungen oder aber auch fiir chemisch anders geartete Desinfek- 
tionsmittel Geltung besitzt und 

2. Ob die in vitro angestellten Beobachtungen sich auch in vivo 


erheben lassen. Wir behalten uns vor, iiber die Ergebnisse dieser 


Untersuchungen zu berichten. 




















Brenztraubensiure als Zwischenprodukt der alkoho- 
lischen Zuckerspaltung. 
Von 


Max Vv. Grab, Prag. 
(Eingegangen am 21. Juni 1921.) 


Ganz zu Beginn des Jahres 1911 haben C. Neuberg und 
H. Wastenson mitgeteilt und demonstriert !), daB die Brenz- 
traubensaure von Hefe vergoren wird. Kurze Zeit darauf haben 
den Gedanken, daB eine solche Umsetzung mdéglich sein kénne, auch 
O. Neubauer und K. Fromherz?) im Verlauf ihrer Studien 
iiber den physiologischen Abbau der Aminosiuren, namentlich 
betreffs der Umwandlungen von Alanin, geauBert, nachdem 
O. E. Ashdown und J. Th. Hewitt*) bereits eine Beziehung 
dieser Aminopropionsaure zur alkoholischen Garung angenommen 
hatten. Wahrend nun in dem verflossenen Jahrzehnt keiner der 
letztgenannten Autoren auf den betreffenden Gegenstand zuriick- 
gekommen ist, hat Neuberg in ausfiihrlichen Untersuchungen 
der Brenztraubensiure-vergirung seine Beobachtung  verfolgt 
und die dadurch aufgeworfenen Fragen aufgeklirt 4). 

Es ergab sich, daB diese «-Ketonsaure zu Acetaldehyd und Kohlendioxyd 
vergoren wird, und es zeigte sich weiterhin, daB fiir diese Reaktion ein 
besonderes Ferment verantwortlich gemacht werden mu, das wegen seiner 
sinnfalligsten Wirkung, der Kraft zur glatten Abspaltung von Kohlensaure, 
den Namen Carboxylase erhalten hat. Sodann wurde festgestellt, dab 
die Temperaturgrenzen — soweit frische Hefen in Betracht gezogen werden 

fiir den gewéhnlichen alkoholischen Zuckerzerfall und fiir die Brenz- 
traubensauregirung gleich sind und daB die Mengenverhiltnisse, in denen 
die Hefen wirken, beidemal einander entsprechen. 


1) C. Neuberg und H. Wastenson, Sitzungsber. d. Berl. physiol. 
Ges. vom 20. [. 1911. 

2) O. Neubauer und K. Fromherz, H. 70, 349. 1911 (erschienen 
am 30. I. 1911). 

3) O. E. Ashdown und J. Th. Hewitt, Journ. of the chem. soc. 
97, 1636. 1910. 

4) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1911—1920. 














70 M. v. Grab: Brenztraubensiure 


Die Vergiirbarkeit der Brenztraubensaure ist ein lehrreiches 
Beispiel fiir die Bedenklichkeit von Voraussagen; hat doch 
Ad. Mayer?) in seinem bekannten Lehrbuche der Giarungs- 
chemie gerade die Brenztraubensiure unter den Substanzen an- 
gefiihrt, die niemals girfahig sein sollten! 

Auf Grund weiterer Befunde auf diesem Gebiete, insbesondere der 
Erkenntnis, daB wie die Zymasegirung des Zuckers sich ebenso die carboxy- 
latische Zerlegung der Brenztraubensiure von der lebenden Zelle abtrennen 
laBt, mit anderen Worten, daB sowohl Trockenhefen wie Aceton- und Alko- 
hol-Atherpriiparate als auch Macerations- und PreBsafte Carboxylase ent- 
halten, sowie aus anderen Gesichtspunkten heraus erwuchs die Vorstellung, 
daB die Brenztraubensaure ein Zwischenprodukt bei der alko- 
holischen Garung ist und daB die Carboxylase ein Teilferment des 
Zymasekomplexes darstellt. Geférdert wurde diese Anschauung durch das 
Ergebnis, daB bei der Brenztraubenséuregirung unter Umstanden nicht 
nur Acetaldehyd, sondern auch Alkohol auftritt. An Tatsichlichem ist 
sicher, daB — ganz abgesehen vom Kohlendioxyd — der Acetaldehyd dem 
typischen Produkte der normalen Garung, dem Athylalkohol, ganz wesent- 
lich naher steht als irgendeine Substanz, die bisher bei Spekulationen iiber 
die Garungsfrage als Zwischenglied in Betracht gezogen war. Denn ver- 
gegenwartigt man sich, daB der Oxydationshub, der wahrscheinlich am 
Gliede des Methylglyoxals ansetzt und diesen Ketonaldehyd auf die Brenz- 
traubensaurestufe hinauffiihrt, anaerob, ohne Beteiligung atmosphirischen 
Sauerstoffs. geleistet wird, so muB auf der Kaskade der Zuckerzerfalls- 
produkte irgendwo und in irgendeiner Form ein Aquivalent ,,Wasserstoff 
disponibel werden, der schlieBlich durch eine gekoppelte Reaktion den bei 
der carboxylatischen Spaltung der Brenztraubensaure erzeugten Acetaldehyd 
in Weingeist zu verwandeln vermag. Da diese Reaktion eines jeden Mole- 
kiils Brenztraubenséure die Bereitstellung eines Molekiils ,,Gaérungswasser- 
stoff** in sich schlieBt, so sieht man, daB die intermolekular zu denkenden 
Oxydations- und Reduktionsvorginge einander genau die Wage halten 
und daB jene glatte Korrelation bestehen kann, die in der iiblichen Garungs- 
gleichung: C,H,,0, = 2 CO, + 2C,H,;-OH den Wechsel von Oxydation 
und Reduktion gar nicht zum Ausdruck kommen 1a8t. Den Grund, warum 
die Natur diesen scheinbaren Umweg einschlaigt, darf man wohl darin suchen, 
daB letzten Endes die Kohlendioxydloslésung nur aus einer Carbonséure 
erfolgen kann, nicht dagegen aus Gebilden, die wie die Sechs-Kohlenstoff- 
zucker (oder allenfalls die Triosen bzw. das wasserarmere Methylglyoxal) 
keinen Kohlensiurerest in sich bergen. Alle Substanzen, an die man friiher 
als Durchgangsprodukte gedacht hatte, kommen hierbei nicht in Betracht, 
auch nicht die Milchsiure, deren Carboxyl bekanntlich sehr fest im Molekiil 
haftet und die keinerlei Neigung zu unmittelbarem Zerfall in Kohlendioxyd 
und Athylalkohol bekundet; J. U. Nef*) hat den Nachweis geliefert, daB 

1) Ad. Mayer, Garungschemie, IV. Auflage, S. 209. 1895. 

2) J. U. Nef, Ann. 335, 279 u. 298. 1904; vgl. auch A. Slator, Chem. 
Centralblatt 1906. I. 383 u. 1034. 
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Milchsiure unter keinen Umstinden als direktes Gairungszwischenprodukt 
gelten darf; dagegen hat auch dieser Autor auf Grund seiner bekannten Unter 
suchungen iiber die Dissoziationsvorgainge in der Zuckerreihe dem Methyl- 
glyoxal in Ubereinstimmung mit den etwas anders formulierten Hinweisen 
von Windaus und Knoop!), Erlenmeyer?) und namentlich von Woh!) 
eine bedeutende Rolle fiir den Zuckerabbau zugeschrieben. 

Das gesamte Tatsachenmaterial hat dann Neuberg im Jahre 1913 
zur Aufstellung seiner neuen Garungstheorie gedient; sie enthalt als Voraus- 
setzung im wesentlichen die intermediire Entstehung von Methylglyoxal. 
die durch chemische Erfahrungen wahrscheinlich gemacht ist. Dieser Stoff 
vermag nun durch eine Reihe von Dismutationen (Cannizzaroschen 
Xeaktionen) in alle die Zwischenglieder iiberzugehen, die fiir den Ablauf 
des Garungsvorganges zu fordern sind. Zunichst kénnte eine Disproportio- 
nierung das als stindiges Nebenprodukt beobachtete Glycerin einerseits 
und die Brenztraubensiure andererseits hervorbringen. Von _ letztere: 
fiihren bekannte Wege zum Acetaldehyd und zum Weingeist, und man 
braucht sich nur vorzustellen, da8 durch Eintritt der ersten Dismutation 
aus einer der mannigfachen Methylglyoxalformen auch nur 1 Molekiil 
Brenztraubensiure hervorgeht, um sodann das groBe Schwungrad der 
Dekomposition im Gang zu halten. Nunmehr bedarf es namlich nur einer 
gemischten Dismutation zwischen den beiden Aldehyden Methyl- 
glyoxal und Acetaldehyd, die stets zu weiter vergirbarer Brenztraubensaure 
und dem nicht mehr veranderlichen Endprodukte Athylalkohol fiihrt. 
Eine experimentelle Begriindung erfuhr dieser Teil der Neubergschen 
Girungstheorie durch den von Nord erbrachten Nachweis*), daB in der 
Tat eine gemischte Dismutation zwischen ungleichen Aldehyden der 
aliphatischen Reihe méglich ist. Als willkiirliche Annahme bleibt demnach 
das Auftreten von Brenztraubensiure und Methylglyoxal bestehen. DaB 
man letzteres selbst bisher nicht mit Sicherheit®) hat vergiren kénnen, mag 
daran liegen, daB von den zahlreich méglichen Isomeren dieser vielgestaltigen 
Verbindung, unter denen sich auch optisch-aktive Konstruktionen befinden, 
in vitro nur ein einziges Gebilde darstellbar ist, dessen feineren Bau wir nicht 
kennen, das wir aber wohl als die bestiandigste, somit fiir die biologische 
Weiterverarbeitung am wenigsten geeignete Form betrachten diirfen. Da 
das Methylglyoxal in letzter Linie nichts anderes darstellt als ein Anhydrid 
der Hexosen, so wird man sich mit der Hypothese abfinden kénnen, da8 
der Weg des Abbaues iiber eine zerfallsbereite Modifikation dieses Brenz- 


1) A. Windaus und F. Knoop, B. 38, 1166. 1905. 

*) E. Erlenmeyer jun., Chem. Centralblatt 1905. I. 1533. 

3) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 45. 1907. 

4) F. F. Nord, diese Zeitschr. 106, 275. 1920. 

5) Friiher hat A. v. Lebedew angegeben (diese Zeitschr. 46, 489. 
1912), da Methylglyoxal unter bestimmten Bedingungen alkoholische 
Zuckerspaltung erleide; spiter hat er diese Behauptung (B. 47, 967. 1914) 
zuriickgezogen, neuerdings (Ch. C. 1918, II. 52) will er sie wieder 
gelten lassen. 














72 M. v. Grab: Brenztraubensiure 


traubensdurealdebyds fiihrt. Obgleich betreffs der Vergirbarkeit der zu- 
gehérigen Saiure, der Brenztraubensiure, kein Zweifel besteht, erschien es 
als eine lohnende Aufgabe, die intermediare Bildung dieser Substanz bei 
der alkoholischen Zuckerspaltung durch Versuche zu beweisen. 

Die seit Neubergs Entdeckung der Pyruvinatgirung fiir die 
physiologische Rolle der Brenztraubensiiure angefiihrten Griinde 
sind allerdings bereits von erheblichem Gewichte gewesen. 

Der Umstand, daB auBer den Hefen eine ganze Anzahl anderer Mikro- 
organismen sowie hédherer Pflanzen, welche Kohlenhydrate veratmen, 
Carboxylase enthalten, sprach sehr fiir die Bedeutung ihres spezifischen 
Substrates, eben der Brenztraubensaure. In dieser Richtung verweise ich 
auf die Mitteilungen von Zaleski und Marx'), Palladin, Gromoff 
und Monteverde?), Bau®), Bodnar‘), Boas*), Peterson und Fred ®) 
sowie Nagayama’). H. von Euler und KE. Lowenhamm!) fanden, dab 
Brenztraubensiure ein ebenso gutes Bildungsmaterial fiir das Enzym 
Invertase abgibt wie Zucker, und M. Jacoby’) hat das gleiche beziiglich 
der Urease gezeigt; ferner hat F. Ehrlich?) mitgeteilt, daB die genannte 
x-Ketonsiure den verschiedenen Kultur- und Kahmhefen als ein leicht aus- 
nutzbarer Kraft- und Kohlenstoffspender dienen kann. Von G. Wagner!?') 
riihrt die wichtige Feststellung her, daB Brenztraubensiure auch in den 
iiblichen Naihrbéden zur Heranziichtung zuckerzehrender Organismen das 
Kohlenhydrat glatt zu vertreten vermag. Fiir den tierischen Organismus 
liegt gleichfalls eine Reihe von Beobachtungen (P. Mayer, Tscherno- 
rutzki, Rona, Neukirch und Wacker) vor, die darauf hindeuten, daB 
Brenztraubensiure als Glykogenbildner sich betitigen und besser als viele 
in dieser Richtung gepriifte Substanzen die Zucker der 6-Kohlenstoffreihe 
(vgl. Isaac und Adler) als Quelle energetischer Leistungen ersetzen 
und zugleich synthetischen Zwecken (Emden und Schmitz, Fellner, 
Knop und Kertess) dienen kann. 


1) W. Zaleski und E. Marx, diese Zeitschr. 48, 175. 1913; Chem. 
Centralblatt 1914. I. 1961 u. 1962. 

2) W. Palladin, N. Gromoffund N.N. Monteverde, diese Zeitschr. 
62, 137. 1914. 

3) A. Bau, diese Zeitschr. 73, 340. 1916. 

4) J. Bodnar, diese Zeitschr. 73, 193. 1916. 
5) Fr. Boas, Chem. Centralblatt 1916. I. 431. 
) 


6) W. H. Petersonund E. B. Fred, Journ. of biol. chem. 44, 41. 
1920. 

7) T. Nagayama, diese Zeitschr. 116, 303. 1920. 

8) H. v. Euler und E. Léwenhamm, H. 97, 290. 1913. 

%) M. Jacoby, diese Zeitschr. 79, 41. 1917. 

10) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 496. 1911. 

11) G. Wagner, Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenk. u. Infektions- 


krankh., Abt. I. 71, 33. 1913; Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 
90, 58. 1920. 
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Somit war es gerechtfertigt, daB Neuberg!) und in neuerer 
Zeit auch Abderhalden?) die Brenztraubensiure in den Mittel- 
punkt physiologischer Reaktionsfolgen geriickt haben. Immerhin 
sind die angefiihrten Argumente nur indirekter Natur, und der posi- 
tive Nachweis des Auftretens von Brenztraubensiure beim Vorgange 
der alkoholischen Gairung hat bisher gefehlt. Es erschien daher 
als ein groBer Fortschritt, als Fernbach und Schoen®) behaup- 
teten, das Vorkommen der Brenztraubensiure unter den Pro- 
dukten der Zuckerspaltung gefunden zu haben. Leider betreffen, 
wie aus dem folgenden hervorgeht, ihre Angaben nicht die typische 
Hefengiirung. 

Die erwahnten Autoren teilten mit, daB ein einfacher Zusatz von kohlen- 
saurem Kalk geniige, um bei der Hefengirung die intermediire Bildung 
der Brenztraubensiure manifest werden zu lassen und die genannte a-Keton- 
sdure in nicht unbetrichtlichen Mengen anzuhiufen. Sie soll nimlich (neben 
anderen atypischen Produkten sauren Charakters) in Form ihres Kalksalzes 
in einer Ausbeute von 8,04°, bei der Vergirung des Zuckers in Gegenwart 
von Kreide entstehen. Joh. Kerb‘) hat die Angaben der genannten 
Forscher jedoch nicht bestatigen kinnen. Wahrend die Fixation nennens- 
werter Mengen von Pyruvinat (und anderen Salzen) den Ertrag an Sprit 
ersichtlich hatte herabdriicken miissen, fand Kerb vielmehr praktisch die 
normalen Alkoholausbeuten bei der Vergirung in Gegenwart von Calcium- 
carbonat und nur eine geringfiigige Vermehrung des Gehaltes an Acetaldehyd 
sowie Essigsiure, deren Quantitat erfahrungsgemaB stets etwas gesteigert ist, 
sobald man die Hefe durch Verminderung der natiirlichen Aciditaét zwingt, 
sich selbst durch Zersetzung von Zucker eine fiir ihr Fortkommen geeignete 
H-Ionen-Konzentration in der Maische zu schaffen. Aber auch wenn man 
fiir einen Augenblick die uneingeschrankte Richtigkeit der Angaben von 
Fernbach und Schoen annehmen wollte, so gelangt man doch zu dem 
SchluB, daB diese nicht auf die Vorginge der eigentlichen alkoholischen 
Zuckerspaltung bezogen werden diirfen. Wiahrend nimlich die Autoren 
anfangs die Brenztraubensiurebildung auch fiir die Umsetzung von Zucker 
durch beliebige Hefen behauptet hatten, sprechen sie spiter nur von einer 
diesbeziiglichen Tatigkeit zweier Spezialrassen, der ,,Mykolevure und 
der ,,Champagne-Hefe*‘; letztere soll iiberdies nach ihrer jiingsten Angabe 
wesentlich schwacher wirken. Nach Auskunft des Handbuchs von Lafar 
stellt der erste Erreger eine wilde, auf Opuntien wachsende Hefe dar, 


1) C. Neuberg, I. c. 

2) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie 1920/21, Bd. I, 
S. 139, 229, 437, 629; Bd. II, S. 261, 385. 

3) A. Fernbach und M. Schoen, Cpt. rend. 157, 1478. 1913; 
158, 1719. 1914; 170, 764. 1920. 

4) J. Kerb, B. 52, 1795. 1919; vgl. A. v. Lebedew, Biochem. 
Journ. 11, 189. 1919. 
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wahrend der zweite Pilz wohl zu den Weinhefen, also gleichfalls zu den 
wilden Hefen, gehért. Ohne daB ich Genaueres iiber die Stellung dieser 
beiden besonderen Erreger angeben kann, scheint es sicher, daB sie in ihrem 
Verhalten von dem der Kulturhefen, der Erzeuger der richtigen alkoholischen 
Garung, wesentlich abweichen und (nach Duclaux) eher den oxydierenden 
Organismen verwandt sein diirften, zumal die Autoren eine Luftzufuhr 
nicht ausgeschlossen haben. DaB eine derartige Annahme wohl das richtige 
trifft, geht zunichst aus den Untersuchungen von Beijerinck und 
Folp mers!) sowie aus denen von Mazé und Ruot?) hervor. Die genannten 
Forscher haben nimlich dargetan, daB eine gréBere Anzahl von Mikro- 
organismen imstande ist, verschiedene Substrate unter Mitwirkung 
des atmospharischen Sauerstoffs zu Brenztraubensiure zu _ver- 
brennen. Mazé und Ruot haben auch insbesondere eine solehe Umwand- 
lung des Calciumlactats festgestellt; sie betonen, daB dieselbe aber nur bei 
Nahrungsmangel sowie unter Aeration erfolgt, und sie bezeichnen diese 
Art von Brenztraubensaurebildung als AuBerung einer unge- 
mein erschwerten Lebensfiihrung, als ,,conditions de vie tres 
pénibles*. Neuerdings ziehen denn auch Fernbach und Schoen eine 
oxydative Bildung der mit ihren Erregern erzielten Brenztraubensaure- 
entstehung aus Milchsiure in Betracht und betonen, da sie véllig aus- 
bleibe, wenn ihre Pilze ausreichend ernahrt werden. Lediglich auf 
einer mineralischen Lésung, die sogar an anorganischen Stickstoffver- 
bindungen ziemlich arm ist, fanden sie Pyruvinat, und sie heben zu- 
gleich hervor, daB schon die iibliche Anwendung von Bierwiirze oder 
von dhnlichen, gew6dhnliche organische Stickstoffquellen enthaltenden 
Substraten geniigt, um das Auftreten jeglicher Menge von Brenztrauben- 
siure zu vereiteln; das befindet sich allerdings mit ihrer friiheren Angabe 
nicht ganz im Einklange, daB sie auch Pepton zur Kulturfliissigkeit gefiigt 
hatten. Weiter ergibt sich aus ihrer Beschreibung, daB die anfangs gebildete 
Alkoholmenge bald (nach 10 Tagen) wieder abnimmt und in 24 Tagen 
auf 0 sinkt. Das ist in gleicher Weise bei Ansitzen mit und ohne Kreide 
der Fall; selbst in ihren Gargemischen ohne CaCO, erreichte der Alkohol- 
ertrag niemals auch nur angenahert den theoretischen Wert (= ca. 50% 
des verbrauchten Zuckers). Ein solches Verhalten kommt nun keineswegs 
den echten Kulturhefen zu, sondern ist dem Kahm oder verwandten Mikro- 
organismen eigen; jedenfalls bezeugt es die Einmischung oxydativer Vor- 
giinge. Die Autoren selbst nehmen nunmehr eine nicht unwesentliche Ein- 
schrinkung auch durch die Angabe vor, da8 nicht allein Zuckerarten, 
sondern andere Verbindungen — also wohl von Hefe nicht vergirbare 
Substanzen — ebenfalls Quellen ihres Pyruvinats sein kénnen. 

Als weitere Bedingung fiir die Entstehung von Brenztraubensiure 
wird eine minimale Aussaat bezeichnet. Nun ist seit den grundlegenden 


1) M. W. Beijerinck und T. Folpmers, Koningl. Akad. van Weten- 
schap. Amst. 18, 1198. 1916. 

2) P. Mazé und M. Ruot, Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 
78, 706. 1916; 79, 336. 1917. 
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Untersuchungen Pasteurs sowie seit den Forschungen Adolf Mayers 
u. a. bekannt, daB die Kulturhefen in einer Nahrfliissigkeit ohne organische 
Stickstofformen zwar eine vita minima fristen, aber nicht girfaihig sind. 
N. Pringsheim!) hat gezeigt, daB ein Gehalt an freien oder gebundenen 
Aminosauren bzw. von Stoffen mit der Atomgruppierung --CO—CH—NH 


in den Nahrsubstraten fiir die Entwicklung der eigentlichen zymatischen 
Leistungen der Hefezellen erforderlich ist, wihrend der Aufbau girfihigen 
Plasmas aus Ammonsalzen nur schwierig und erst nach erfolgter Anpassung 
vonstatten gehen kann. Zudem ist es auch eine alte Erfahrung der Praxis, 
daB giarfihige Hefen nicht bei AusschluB organischer Stickstoffnahrung 
herangeziichtet werden kénnen; nur ein bestimmter Teil der letzteren 
darf durch mineralische Stickstoffsubstanzen substituiert sein?). Ubrigens 
hat ganz kiirzlich in Henriques Institut zu Kopenhagen R. Ege*) dar- 
getan, daB selbst bei Anwesenheit von anorganischem und organischem 
Nahrungsmaterial sogar kleine Zuckermengen durch wenig Hefe nicht 
vergoren werden kénnen (Vitaminmangel?). Somit geht aus den eigenen 
Angaben der franzésischen Autoren hervor, daB sie, ganz abgesehen von 
der fraglichen Zugehérigkeit ihrer Erreger zur Klasse der Kulturhefen, 
gar nicht unter Bedingungen gearbeitet haben, unter denen iiberhaupt 
eine echte alkoholische Zuckerspaltung eintreten kann, und daB ihre Befunde 
gleich den friiher erwihnten von Beijerinck, Folpmers sowie denen 
von Mazé und Ruot zu werten sind als der Ausdruck irgendwelcher 
oxydativer Leistungen. Gerade diese aber spielen bekanntlich bei der wahren 
geistigen Girung keine Rolle. Die alkoholische Zuckerspaltung mittels 
Hefe ist nicht nur ein in sich aquilibrierter ProzeB, der ohne auBere Auf- 
nahme von Sauerstoff verliuft und bekanntlich zu einem unvollkommen 
oxydierten Endprodukte, dem Sprit, fiihrt, sondern es steht fest, daB selbst 
Liiftung die alkohglische Garung als solche nicht beeintrichtigt, vielmehr 
nur mittelbar beeinfluBt, indem sie ein gréBeres Hefenwachstum und damit 
einen Verbrauch giarfaihigen Zuckers fiir den Aufbau der Hefenleibes- 
substanz nach sich ziehen kann‘). Dagegen ist nach 8S. Kostytschew’) 
bei Mucoraceen, wie Mucor stolonifer, der bei Luftabschlu8 schnell zugrunde 
geht, der Eintritt einer der alkoholischen Garung ahnlichen Umsetzung 
unter Beteiligung des Sauerstoffs eine gelegentliche, in ihrem Aus- 
maBe wechselnde Erscheinung; die gewisse Analogie mit der Fernbach- 
Schoenschen Beobachtung wird dadurch verstirkt, daB die letztgenannten 
angeben, daB gerade eine Mucorart, der Amylomyces Rouxii, weit besser 
als ihre ,,Hefen‘* in ihrem Sinne tatig sein kénne. 


Zu einem beweiskriftigen Ergebnis konnte man bei dieser 


1) N. Pringsheim, B. 39, 4048. 1906; diese Zeitschr. 3, 121. 1907. 

2) Vgl. A. Wohl und S. Scherdel, Chem. Centralblatt 1919. IL. 358. 

3) R. Ege, diese Zeitschr. 107, 236. 1920; vgl. auch A. Costan- 
tino, 1920. 

4) Vgl. F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, Bd. I, 8. 337. 1913. 

5) 8. Kostytschew, H. t8f, 155. 1920. 
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Sachlage also nur durch eine Versuchsanordnung gelangen, die 
unter Verwendung der typischen Erreger der alkoholischen 
Girung und bei Bedingungen, unter denen sich nachweislich die 
zymatische Zuckerspaltung vollzieht, d. h. namentlich unter an- 
aeroben Verhiltnissen, eine Isolierung von Brenztraubensaure er- 
moglicht. 

Die bisherigen Methoden zum Eingriff in die alkoholische 
Zuckerspaltung haben nicht zu einer Fixierung der Brenztrauben- 
siure gefiihrt, weder das erste von Neuberg, Farber und Rein- 
furth') ausgearbeitete Abfangverfahren, das in der Anwendung 
sekundirer schwefligsaurer Salze besteht, noch die spaitere Dimedon- 
methode von Neuberg und Reinfurth?), noch auch die Ein- 
leitung der sogenannten dritten Vergirungsform, die Neuberg 
und Hirsch*) durch Vornahme der Giarung in Gegenwart alkalisch 
reagierender Salze bewerkstelligt haben. 

In allen den genannten Fallen wird lediglich das Spaltungsprodukt 
der Brenztraubensaure, der Acetaldehyd, charakterisiert, nicht aber die 
Ketonsaure selber. Die Ursachen dafiir sind darin gelegen, daB das zugefiigte 
Reagens sich entweder nicht mit Brenztraubensiure kondensiert, wie das 
fiir das Dimedon (Dimethyldihydroresorcin) feststeht, oder daB die Ver- 
bindungen. zwischen schwefligsauren Salzen und Brenztraubensiure noch 
glatt zu Kohlendioxyd und dem Aldehyd-Sulfit-Komplex vergoren werden, 
und zwar tritt diese Reaktion bis zu eben dem Gehalte der Brenztrauben- 
siurelésung an schwefligsauren Salzen ein, der vollkommen dem anwend- 
baren maximalen Verhaltnis zwischen Zucker und sekundiren Sulfiten 
entspricht*). 

Somit findet man, daB selbst unter erschwerten Umsetzungs- 
bedingungen sich Brenztraubensiure nicht anhiuft, sondern wie 
Neuberg seit Auffindung der Brenztraubensiuregirung vielfach 
betont hat, das Bestreben zeigt, ebenso wie ihre Salze im Momente 
der passageren Entstehung sofort von der Hefe gespalten zu 
werden. Es mute daher nach einem Verfahren gesucht werden, 
das eine radikalere Umwandlung der Brenztraubensiure zu Wege 
bringt, als es Salzbildung oder die erwaihnten Kondensations- 
reaktionen tun; eine solche Méglichkeit fand sich in der Ver- 


1) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. — 
C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365. 1918; 92, 234. 1918. 
2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281. 1920. 
3) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175. 1918; 100, 
304. 1919; vgl. C. Neuberg und W. Ursun, diese Zeitschr. 110, 193. 1920. 
4) C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 53, 1050. 1920. 
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wirklichung der Débnerschen Synthese!). Bekanntlich beruht 
diese darauf, daB molekulare Mengen von einem aromatischen 
Amin, z. B. Anilin, Brenztraubensiure, und einem beliebigen 
Aldehyd sich zu substituierten Cinchoninsiuren kon- 
densieren, gemif dem Schema: 
R - CHO R-C:N 
+ H,N - C,H, = 2H,0 + H, + CyH, 

CH, : C(OH) - COOH HC:C-COOH. 
Débner?) hat nun auch gezeigt, dab, wenn kein Aldehyd zugegen 
ist, die Brenztraubensiure selbst zur Entstehung solcher Cinchonin- 
siureabkémmlinge AnlaB gibt, indem ein Teil bei der Umsetzung 
als Carboxy-acetaldehyd reagiert und unter Kohlensiureverlust 
das gleiche Produkt liefert, welches entstehen wiirde, wenn man das 
betreffende Amin mit je einem Molekiil Brenztraubensiure und 
Acetaldehyd zusammengebracht hatte. Diese Synthese verliuft, 
und das ist im Lichte der vorangegangenen Darstellung ebenfalls 
von Wichtigkeit, ohne jede Sauerstoffzufuhr, ja sogar unter Abgabe 
freien Wasserstoffes, also anaerob, und sie lie8 sich schlieBlich unter 
solchen biologischen Bedingungen verwirklichen, bei denen ein 
oxydativer Stoffwechsel der Hefe kaum in Betracht kommt, 
nimlich bei zellfreier Vergiirung mit Hilfe von Hefensaft. Dob- 
ner hat die Darstellung der verschiedensten Cinchoninsiuren auf 
der genannten Grundlage ausgefiihrt und gefunden, daf sie zwar 
alle nach derselben Regel, aber doch unter abweichenden experimen- 
tellen Bedingungen entstehen, indem bald ein langeres Erhitzen 
der Komponenten in einem geeigneten Solvens noétig ist, bald ein 
Zusammenbringen in der Kilte geniigt. Fiir den beabsichtigten 
physiologischen Zweck konnten nur der letztgenannte Verlauf 
sowie Reagentien in Betracht kommen, die mit dem Zucker selbst 
sich nicht umsetzen; dementsprechend habe ich auf die Pro- 
duktion der a-Methyl-f-naphtho-cinchoninsaure hinge- 
arbeitet. Diese Verbindung bildet sich niamlich, wie Débner (1. ¢.) 
erwihnt, schon durch Zusammentreffen der Komponenten (1 Mol. 
f-Naphthylamin, 1 Mol. Brenztraubensaiure und | Mol. Acetalde- 
hyd bzw. 1 Mol. £-Naphthylamin + 2 Mol. Brenztraubensaure) 
bei Zimmertemperatur in aitherischer Lésung. Um letztere an- 


1) O. Débner, Ann. 242, 265. 1887. 
2) O. Débner, B. 27, 352 u. 2020. 1894. 
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wenden und die reagierenden Bestandteile in innigsten Kontakt 
bringen zu kénnen, war das Arbeiten mit HefepreBsaft notwendig, 
um so mehr als lebende Hefe nicht die Beriihrung mit einer 
aitherischen #-Naphthylaminlésung aushilt, wenngleich sie in 
Suspension zugesetztes festes £-Naphthylamin vertrigt. Durch 
Vornahme der ganzen Prozedur in energisch wirkenden Schiittel- 
apparaten habe ich eine intensive Durchmischung erzielt und in 
der Tat alsdann die Bildung von a«-Methyl-f-naphthocinchonin- 
saure feststellen kénnen. Ihr Entstehen') ist nicht anders als 
durch intermediire Bildung von Brenztraubensiure zu erklaren. 
Es mu dahingestellt bleiben, ob sich an der Synthese auBer 
Brenztraubensiure carboxylatisch abgespaltener Acetaldehyd oder 
lediglich 2 Mol. Brenztraubensiure beteiligen, ein Punkt jedoch, der 
fiir die beabsichtigte Beweisfiihrung ohne Belang ist. Am meisten 
Miihe hat die Aufarbeitung des Reaktionsproduktes verursacht ; 
es waren Schwierigkeiten zu tiberwinden, die in der alkaloidihn- 
lichen Natur der Methylnaphthocinchoninsiure begriindet sind und 
die sich deshalb geltend machen, weil unvermeidlicherweise bei 
der Digestion mit HefepreBsaft infolge proteolytischer Vorginge 
ein Teil des zunachst koagulablen EiweiBes zu léslichen Proteosen 
und wohl auch zu Aminosiiuren abgebaut wird und Spaltungs- 
produkte der Nucleoproteide auftraten. Wie im Versuchs- 
teile naher dargelegt wird, ging ich so vor, daB ich nach voll- 
kommener, durch Anwendung reichlicher Mengen Hefensaft be- 
wirkter Vergirung des Zuckers den als Lésungsmittel fiir das 
f-Naphthylamin benutzten Ather verdunsten lieB, alsdann das 
gesamte Gemisch bei etwa 36° auf ein kleines Volumen brachte und 
den Riickstand mit Alkohol, dem einige Tropfen starken Am- 
moniaks zugesetzt waren, einige Zeit unter RiickfluB im siedenden 
Wasserbad erwiirmte. Hierdurch wird die Entfernung noch vor- 
handenen gerinnungsfaihigen EiweiBes herbeigefiihrt und gleich- 
zeitig die Methylnaphthocinchoninsiure als Ammonsalz in Lésung 
gehalten. Das EiweiBkoagulum wurde dann nochmals mit schwach 
ammoniakalischem Alkohol ausgezogen. Die filtrierten weingei- 


1) Es ist schematisch durch die Formulierung 

C,H,.0, + C,)H, - NH, = 2 H,O + CO, + 3 H, + C,,H,,0,N 
auszudriicken. Auf ein zu erwartendes Reduktionsprodukt, etwa Glycerin 
konnte ich wegen der komplizierten experimentellen Bedingungen (s. spater) 
nicht fahnden. 
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« 


stigen Ausziige wurden verdampft und der Riickstand mit 5 proz. 
wasserigem Ammoniak aufgenommen, wobei ein Teil der in den 
Alkohol iibergegangenen fremden Bestandteile, ferner auch nicht 
in Reaktion getretenes /-Naphthylamin unléslich zuriickblieb. 
Die abermals filtrierte Fliissigkeit wurde von neuem im Vakuum 
eingeengt und mit wenig Ammoniak enthaltendem Sprit auf- 
genommen, wobei sie wiederum alkoholunlésliche Beimischungen 
hinterlieB, leider aber neben dem Ammonsalz der Methyl-naphtho- 
cinchoninséure auch braun gefirbte, aus dem Hefesaft hervor- 
gegangene Substanzen sich auflésten. Der Alkoholextrakt wurde 
darauf vom Weingeist befreit und das Residuum in ganz ver- 
diinntem wisserigen Ammoniak aufgenommen. Nach Filtration 
von Verunreinigungen erfolgte alsdann eine Fallung mit Zinkacetat. 
Dieses schlug im wesentlichen das Zinksalz der Methyl-naphtho- 
cinchoninsaure nieder. Durch Zerlegung mit Salzsiure konnte 
daraus die Verbindung selbst in freiem Zustande abgeschieden, 
durch Umkrystallisieren aus 50proz. Alkohol gereinigt, durch 
Schmelzpunkt, Analyse sowie Uberfiihrung in das Silbersalz und 
schlieBlich durch Umwandlung in f-Naphtho-chinaldin!) 
CH,:-C=N 
CoH, 
HC = CH 

identifiziert werden. 

Was die Ausbeute anlangt, so ist zu bemerken, daB ich bei 
Verarbeitung von 180g Rohrzucker, der vollstaindig umgesetzt 
war, im Hochstfalle 7,3 g der «-Methyl-$-naphthocinchoninsaiure 
erhielt. Dieser Ertrag ist nicht grof?), aber die Entstehung des 
Produktes zeigt unzweifelhaft das intermediire Auftreten von 
Brenztraubensiure bei der zymatischen Zuckerspaltung an. Dab 
nicht erheblichere Mengen angehiuft werden kénnen, hingt wohl 
mit der betrichtlichen Vergirungsgeschwindigkeit der Brenz- 
traubensiure zusammen, die als Zwischenprodukt sogar schneller 
als der Zucker selbst wieder umgewandelt wird. Hinzu kommt, 
da8B zwar die Synthese der Methylnaphthocinchoninsiure aus den 


1) 0. Débner und W. v. Miller, B. 17, 1711. 1884. 

2) Bei den mehrals Oxydationsgirungen (s. vorherS. 74) abzuschitzenden 
Versuchen haben Fernbach und Schoen (laut Chem. Centralblatt 1914. 
HI. 423) nur 1,239 Brenztraubensiure vom Gewichte des angewendeten 
Zuckers in wirklich reiner Form isoliert. 
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Komponenten beim Stehen erfolgt, daB aber die Verdiinnung 
sowie die niedere Temperatur ungiinstig wirken. AuBerdem ist 
die Isolierungsmethode wohl keine quantitative, auch kénnen 
(nach Débners Erfahrungen!) die reagierenden Komponenten 
teilweise noch in anderer Richtung als zum Cinchoninsaurederivat 
zusammentreten. 

Des weiteren habe ich nochmals die Angaben von Fernbach 
und Schoen mit zwei reinen Kulturhefen, und zwar mit einer 
obergarigen und mit einer untergarigen Rasse, nachgepriift ; 
dabei habe ich mich in allen Einzelheiten an die Vorschriften der 
genannten gehalten und auch den von ihnen als ganz wesentlich 
hervorgehobenen Gesichtspunkt einer minimalen Aussaat beriick- 
sichtigt. Wie ebenfalls aus den experimentellen Belegen hervorgeht, 
ist es mir nicht gegliickt, Brenztraubensiure bei der Kultivierung 
dieser typischen Erreger in einer ganz mineralischen, mit Kreide ver- 
setzten Lésung von Traubenzucker festzustellen. Zwar erhielt ich 
eine Legalsche Probe, aber sie war in den Ansitzen mit und 
ohne CaCO, fast gleich schwach, wennzwar manchmal, aber ohne 
Regelmabigkeit, vielleicht ein wenig deutlicher in den calcium- 
carbonathaltigen Maischen. Aber die allein wesentliche Aus- 
fallung des im Weingeist unléslichen Calciumpyruvinats, welche 
die franzésischen Autoren beschreiben, gelang mir nicht. Die 
niedergeschlagenen Salze gaben nicht im geringsten eine Reaktion 
auf Brenztraubensiure, nicht einmal die auBerordentlich scharfe 
Reduktionsprobe mit Tollenscher Silberlésung. Die Unterhefe 
verbrauchte in der mineralischen Lésung iiberhaupt nur kleine 
Mengen Zucker, wihrend die obergirige Rasse davon mehr um- 
setzte, aber ebenfalls keine Brenztraubensiure erzeugte. Ver- 
wendet wurden als Erreger die nach strengen Regeln der Bakte- 
riologie hergestellte Reinzuchtunterhefe der SchultheiSbrauerei 
sowie eine ebensolche von obergiriger Hefe Engelhardt. Auch 
meine Befunde zeigen, daB mit reinen Erregern der typischen 
alkoholischen Garung das Fernbach-Schoensche Phinomen 
nicht erhalten werden konnte und daB bedauerlicherweise nach 
ihrem so einfachen Vorgehen die zymatische Bildung von Brenz- 
traubensaure nicht nachweisbar war. 


1) Vgl. auch R. Ciusa und G. Zerbini, Gazz. chim. ital. 50 (II), 
317. 1920. 
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Versuche. 
I. 


1. Vorversuche. 

9 g Zucker, in 100 com Wasser von 40° gelést, wurden mit 10 g ober- 
giriger Hefe versetzt und bei 37° in einen Brutschrank gestellt; 30 Minuten 
spaiter, nachdem die Kohlensiureentwicklung begonnen hatte, wurden 
7g P-Naphthylamin zugefiigt. Nach 24 Stunden war die Garung nicht 
erheblich fortgeschritten, so daB noch 20 g Hefe zugegeben wurden; weder 
diese Nachfiillung noch weitere fiihrten zur vollstaéndigen Umsetzung. 

Es wurde also ein neuer Versuch vorgenommen, und zwar wurden 
27 g Zucker in 300 ccm Wasser mit 90g ganz frischer Hefe zusammen- 
gebracht. Nach halbstiindigem Verweilen im Thermostaten wurden 21 g 
f-Naphthylamin hinzugegeben. Nach 2 Tagen war der Zucker vergoren 
(keine Reduktion von Fehlingscher Lésung). Das Gargut wurde filtriert; 
aus dem vorsichtig eingedampften Filtrat konnte aber keine «-Methyl- 
f-naphthocinchoninsiure erhalten werden. Der unldsliche Riickstand 
wurde mit 5proz. Ammoniak 10 Minuten auf dem Wasserbad digeriert, 
darauf wurde von festen Hefebestandteilen abfiltriert, das Filtrat eingeengt 
und Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion zugesetzt. Der dadurch aus- 
gefillte Kérper wurde abgesaugt und in warmem, schwach ammonia- 
kalischem Wasser gelést; dabei blieb $-Napthylamin zuriick, dessen Ab- 
scheidung durch lingeres Stehen im Eisschrank vervollstandigt wurde. 
Alsdann wurde filtriert, das Filtrat mit Tierkohle entfairbt und eingeengt. 
Die auf kleines Volumen konzentrierte Fliissigkeit ergab jedoch durch 
Ansiuern nicht den gesuchten Kérper. Das $-Naphthylamin hatte also 
unter diesen Bedingungen — wohl namentlich wegen seiner Unléslichkeit 

nicht nachweisbar in die Vorginge beim Garungsverlauf eingegriffen. 

So wurde ein neuer Weg beschritten, der nach vielen vergeblichen 
Versuchen schlieBlich zu einem Ziele gefiihrt hat, namlich die Verwendung 
von Hefesaft und £-Naphthylamin in atherischer Lésung. 

Beziiglich des Hefesaftes bemerke ich, daB er aus einem urspriinglich 
in Amsterdam heimischen und im Pfefferbergbetriebe weitergeziichtetem 
Material gewonnen wurde, fiir dessen Abgabe ich dem Herrn Direktor 
Sterzbach sehr zu Dank verpflichtet bin. Diese Rasse liefert, was deutsche 
Hefen bekanntlich nicht allgemein tun, einen garfahigen Saft; zumal 
gegenwartig sind viele Sorten zur Bereitung dieses Garungsmittels un- 
geeignet, wohl infolge veranderter, insbesondere eiweiBarmerer Ernahrung. 
Mein Saft wies ein besonders gutes Garvermégen auf. Die Bestimmung 
der Girkraft ergab nach der iiblichen Methode den Wert 3,03, waihrend 
Buchner sowie v. Lebedew ehemals 1,87 bzw. 2,67 als selten erreichte 
Hoéchstziffern gefunden haben. 

Was dieses Material aber vor Zymaselésungen anderer Herkunft, 
namentlich vor Saften aus leichter autolysierenden Hefen auszeichnete, 
war seine vergleichsweise geringe proteo- und nucleolytische Betatigung; 
infolgedessen konnte die Entstehung léslicher Stickstoffverbindungen ver- 
haltnismaBig eingeschrankt werden. 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 6 
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Zunachst lieB ich 10g Zucker mit 180 ccm Saft im Brutschrank 
angiiren und das nach Zugabe von 2g £-Naphthylamin in 30 ccm Ather 
entstehende Gemenge bei Zimmertemperatur mechanisch stark schiitteln. 
Die Apparatur war dabei so einzurichten, daB die vom gebildeten Kohlen- 
dioxyd mitgerissenen Atherdimpfe leichten Abzug fanden. Dies erreichte 
ich, indem ich die GargefiBe (Standflaschen) mit einem durch Gummi- 
stopfen aufzusetzenden und entsprechend gebogenen Glasrohr verband, 
das an der Spitze capillar ausgezogen war. Diese Vorrichtung verhinderte 
zugleich ein Herausschleudern des Gargemisches. 

Nach 2 Tagen wurde auf Zucker gefahndet. In allen eiweiBreichen 
Lésungen ist, wie Buchner!) bestitigt hat, Zucker in Hefesiften nicht 
ohne weiteres, nach seinen Angaben oft iiberhaupt nicht nachweisbar. 
Daher verfuhr ich folgendermaBen: 5ccm Fliissigkeit wurden herauspipettiert, 
mit einigen Tropfen Essigsiure versetzt und solange auf dem Wasserbade 
erwirmt, bis alles Protein koaguliert war. Dann wurde abgesaugt und das 
Filtrat nach Neubergs Methode mit Mercuriacetat?) von léslichen Abbau- 
produkten des EiweiBes usw. befreit, entquecksilbert und nach Weg- 
kochen des Schwefelwasserstoffes nunmehr mit Fehlingscher Lésung 
untersucht. Die Probe reduzierte noch stark; deshalb wurden zu 
dem Ansatz weitere 170 ccm frisch bereiteter Saft gefiigt, auBerdem 
10 ccm Ather nachgefiillt, um das f-Naphthylamin in Lésung zu 
halten; darauf wurde weiter geschiittelt. Nach 3 Tagen war dann kein 
Zucker mehr nachweisbar. Nun wurde die Fliissigkeit bei etwa 36° 
eingedampft und der Riickstand nach Koagulation des EiweiBes, die beim 
Erwairmen im Wasserbade erfolgte, mit 5proz. Ammoniak iibergossen; 
nach dem Erkalten wurde vom Niederschlage abfiltriert. Das Filtrat wurde 
eingeengt, mit Essigsiure versetzt und ohne Beriicksichtigung von Aus- 
scheidungen im Vakuum bis fast zur Trockene konzentriert. Der Riickstand 
wurde mit 75 proz. Alkohol am RiickfluBkiihler ausgezogen, um das eventuell 
gebildete Cinchoninsaurederivat in Lésung zu bekommen. Beim Einengen, 
dem Filtrieren vorausging, fiel ein fester K6rper aus; dieser wurde 
abgesaugt. Das Filtrat ergab nichts. Der Riickstand wurde in 10 proz. 
Ammoniak gelést, mit Tierkohle gereinigt, abermals filtriert und dann mit 
Essigsiure gefallt; es entstand eine briunliche Substanz, die nach dem 
Trocknen den Schmelzpunkt 291° zeigte. (Reine a-Methyl--naphtho- 
cinchoninséure schmilzt bei 310°.) Wiederholtes Umlésen aus 50 proz. 
Alkohol fiihrte zu keinem einwandfreien Produkt. JedenfaHs aber wies 
bereits dieser Versuch daraufhin, daB der eingeschlagene Weg wohl zum 
Erfolge fiihren kénnte, die Methode aber verbesserungsbediirftig sei. Ich 
machte also 2 neue Ansitze mit verschiedenen Mengenverhiltnissen, um 
gleichzeitig die erforderliche Quantitat $-Naphthylamin festzustellen. 

Versuch a): 18g Zucker in 280 ccm Saft wurden nach erfolgtem 
Gareintritt mit 3,6 g -Naphthylamin, in 55 ccm Ather gelést, geschiittelt. 

Versuch b): 18 g Zucker in 280 ccm Saft wurden mit der doppelten 


1) Buchner und Hahn, Zymasegirung, S. 211 u. 212. 
2) Siehe bei C. Neuberg, Der Harn, Handbuch. S. 328. 
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Menge, d. h. mit 7,2g f-Naphthylamin in 110 cem Ather, behandelt. 
Nach 2 Tagen muBten noch je 180 ccm Saft zugesetzt werden, aber auch 
dann ergab sich nach weiteren 3 Tagen bei Versuch b), daB die groBe Menge 
f-Naphthylamin und Ather schidlich gewesen und die Garung nicht zu 
Ende gegangen war. Ansatz a) war ausgegoren und wurde bei ca. 35° 
eingedampft. Der Riickstand wurde in 75 proz. Alkohol aufgeschwemmt 
und mehrmals am RiickfluBkiihler extrahiert. Die so erhaltenen alko- 
holischen Ausziige wurden vom Lésungsmittel befreit; der Riickstand wurde 
in 5proz. Ammoniak verteilt, am Wasserbad zur Herauslésung des 
Reaktionsproduktes kurz erwirmt und tiber Nacht im Eisschrank belassen. 
Dann wurde zentrifugiert; die abgegossene klare Fliissigkeit wurde mit 
Essigsiure versetzt und bei niederer Temperatur eingeengt. Hierbei fiel 
wieder ein braunlich gefarbter Kérper aus, dessen Reinigung nun auf andere 
Weise versucht wurde, und zwar mit Bleiacetat. 0,3 g Substanz wurden 
hei8 in 50 cem 92 proz. Alkohol unter Zusatz von etwas Ammoniak gelést, 
dann mit Eisessig sauer gemacht, mit einer hinreichenden Menge Bleiacetat 
versetzt und filtriert. Unter der Annahme, da Bleiacetat in essigsaurer 
Lésung nur Verunreinigungen entferne, «-Methyl-/-naphthocinchoninsiure 
jedoch in Lésung bleibe, wurde der Niederschlag abgesaugt und aus- 
gewaschen, das Filtrat alsdann mit Schwefelwasserstoff gesittigt. Nach 
Entfernung des Bleisulfids wurde eingeengt, jedoch kein Reaktionsprodukt 
erhalten. 

Bei einem weiteren Versuche wurden 18 g Zucker mit 760 ccm Saft 
unter Zusatz von 3,6 g f-Naphthylamin in 55 ccm Ather vergoren. Nach 
dem Verschwinden des Zuckers und entsprechender Eindickung wurde die 
zuriickgebliebene Masse mit verdiinnter Essigsiure (1,5 ccm Essigsiure 
+ 75 cem Wasser) im Wasserbad erhitzt, um das EiweiB auszukoagulieren; 
darauf wurden Fliissigkeit samt Niederschlag ohne weitere Trennung mit 
gegliihtem Seesand zur Trockene gebracht und in einem Soxlethapparat mit 
Amylalkohol ausgezogen. Der Amylalkohol wurde im Vakuum abdestilliert 
und der Riickstand erst mit Athylalkohol, dann mit wisserigem Ammo- 
niak usw. behandelt. Es resultierte ein harziges, unbrauchbares Priparat. 

Ein anderer Versuch mit Benzolals Extraktionsmittel schlug ebenfalls 
fehl. 

Der nichste Ansatz wurde mit gleichen Mengen wie friiher angestellt 
und das Girgut im Perkolator mit gewéhnlichem Sprit ausgezogen. Der 
nach Abtreiben des Weingeistes verbliebene Riickstand wurde mit warmem 
5 proz. Ammoniak digeriert und in der beschriebenen Weise gereinigt. Nach 
abermaliger Lésung in Alkohol schied sich beim Verdampfen im Vakuum- 
exsiccator eine kleine Menge Substanz krystallinisch aus. Nun wurde 
versucht, diese Verbindung zu verestern; denn wie Débner und Kuntze’) 
angeben, ist die nahestehende a-Phenylnaphthocinchoninsaure unter diesen 
Bedingungen in den Athylester iiberfiihrbar. Der Kérper wurde in die 
50fache Menge absoluten Alkohols eingetragen und getrocknetes Chlor- 
wasserstoffgas bis zur Saittigung eingeleitet. Das Material liste sich dabei 


1) O. Dibner und P. Kuntze, Ann. 249, 109. 1888. 
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bis auf einen spirlichen Riickstand; hierauf wurde eine halbe Stunde am 
Wasserbad unter RiickfluB gekocht, wobei alles in Lésung ging. Uber 
Nacht krystallisierte eine Substanz aus, die jedoch nicht der gesuchte Ester 
war; auch aus der tiefdunklen Mutterlauge war er nicht erhaltlich. 


2. Hauptversuche. 

Ich tibergehe eine laingere Reihe weiterer negativer Experi- 
mente und wende mich zur Schilderung der Arbeitsweise, mit der 
endlich ein Resultat zu verzeichnen war. 18 g Zucker wurden auf 
die zuvor beschriebene Art mit 1620 cem Saft unter Zusatz von 
3,6 g B-Naphtylamin in 75 cem Ather vergoren. Nach Verschwinden 
des Zuckers wurde das Girgut kurze Zeit im Wasserbade erhitzt 
und dann bei niederer Temperatur eingeengt; der verbliebene 
tiickstand wurde mit einem halben Liter absolutem Alkohol, der 
5cem Ammoniak enthielt, eine Stunde auf dem Wasserbad am 
RiickfluBkiihler ausgezogen. Der filtrierte Extrakt, der die Methyl- 
naphtocinchoninsiure enthalten muBte, wurde vom Alkohol be- 
freit und mit 5 proz. wasserigem Ammoniak digeriert. Bei Eis- 
kiihlung schied sich dann das tiberschiissige f-Naphtylamin prak- 
tisch vollstindig aus und konnte abgesaugt werden. Die Mutter- 
lauge wurde wieder eingedampft und ihr Riickstand mit alkoholi- 
schem 5proz. Ammoniak aufgenommen; von Ausscheidungen 
filtrierte manab, Die weitere Reinigung erfolgte sodann iiber das 
Zinksalz, Zu dem Zweck wurde die alkoholisch ammoniakalische 
Fliissigkeit eingedampft und der Riickstand mit schwach ammoniak- 
haltigem Wasser in Lésung gebracht. Die Ausfillung geschah 
durch eine Lésung von 15g Zinkacetat in 50 cem Wasser und 
wurde tiber Nacht stehen gelassen. Der abgesaugte Niederschlag 
und die Mutterlauge wurden gesondert verarbeitet. 

a) Das feste Zinksalz, das gut mit kaltem Wasser ausgewaschen 
war, wurde in eine Reibschale iiberfiihrt und mit verdiinnter 
Salzsiure (bis zur Bliuung von Kongopapier) zerlegt. Der jetzt 
vorhandene Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser ge- 
waschen und aus 50proz. Alkohol unter Beigabe von Knochen- 
kohle umkrystallisiert. Das langsam sich ausscheidende Produkt war 
farblos und schon krystallisiert. Es wurde abgesaugt, mit schwa- 
chem Alkohol gewaschen und im Vakuum-Exsiceator getrocknet. 

fh) Die Mutterlauge wurde konzentriert und nochmals nach 
Zugabe einiger Tropfen Ammoniak mit Zinkacetat versetzt. Der 


nunmehr entstandene Niederschlag wurde wie Niederschlag «) mit 
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Salzsiiure zerlegt; die weitere Behandlung war gleich. Es schied 
sich abermals ein krystallisiertes Produkt ab. 

y) Die beim Umkrystallisieren aus 50 proz. Alkohol erhalte- 
nen Mutterlaugen wurden eingeengt, mit Tierkohle aufgekocht 
und wiederum zur Krystallisation hingestellt, wobei noch etwas 
Substanz ausfiel. Insgesamt erhielt ich so 0,63 g reine Verbindung, 
welche den Schmelzpunkt 310° zeigte. (Die Bestimmung des 
Schmelzpunktes erfordert VorsichtsmaBregeln; es gelangte ein 
Paraffinbad zur Anwendung, welches durch Riihren gleichmabig 
erwirmt werden mu. Hauptsiichlich aber ist die Schnelligkeit 
der Erhitzung maBgebend, da bei zu langsamem Erwiirmen Zer- 
setzung eintritt, bei zu raschem keine gleichmiBige Temperatur 
erzielt wird; ich ging so vor, da das Thermometer in je 3 Sek. 
nur 1° stieg.) R. Wegscheider') hat den Schmelzpunkt 290 
beobachtet und darauf aufmerksam gemacht, daB auBer der Ge- 
schwindigkeit des Erwiirmens ein eventueller Krystallwasser- 
gehalt eine Rolle spielen kann. Die frisch dargestellte «-Methyl- 
f-naphtocinchoninsiure enthalt nimlich 1 Mol. H,O, das Débner 
nicht erwihnt; das Krystallwasser entweicht jedoch bereits bei 
lingerem Aufbewahren der Substanz im Vakuum. 

Die Elementaranalyse ergab folgendes Resultat: 

0,1436 g Substanz: 0,3993 g CO, und 0,0620 g H,O. 

C,;H,,NO,. Ber.: C 75,92, H 4,68% , 

gef.: C = 75,86, H = 4,83%. 

Es war also kaum ein Zweifel mehr, da das erhaltene Pro- 
dukt als «-Methyl-/-naphtocinchoninsiure anzusprechen ist. Zur 
weiteren analytischen Sicherstellung wurde das Silbersalz be- 
reitet. 0,24 g Substanz wurden in 5cecm Wasser aufgeschlemmt 
und in der Hitze mit tropfenweise zugefiigtem Ammoniak in 
Lésung gebracht. Letztere wurde filtriert und mit Silbernitrat 
ausgefallt, nachdem der Uberschu8 von Ammoniak zuvor aus- 
getrieben war. Das Silbersalz fiel sofort aus, wurde abgesaugt und 
so lange gewaschen, bis Diphenylamin keinen Nitratgehalt der 
festen Substanz mehr anzeigte; dann wurde letztere im braunen 
Exsiceator getrocknet. Zur Analyse wurde sie nach Erlangung 
konstanten Gewichtes in einem Tiegel vergliiht. 

0,1902 g Substanz gaben 0,0602 g Ag. 

C,;H,,>0,NAg: Ber. Ag = 31,39%; gef. Ag = 31,63%. 


1) R. Wegscheider, M. 17, 115. 1896. 
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Um nun die Richtigkeit dieser Resultate nochmals zu iiber- 
priifen, wurde derselbe Versuch mit zehnfach gréBeren Mengen an- 
gestellt und «-Methyl-f-naphtocinchoninsaure erhalten. Vergoren 
wurden also 180g Zucker usw. Die Aufarbeitung erfolgte in der 
gleichen Weise wie beim vorigen Ansatz nur mit der Vorsichts- 
maBregel, daB die auskoagulierte EiweiBsubstanz noch ein zweites 
Mal mit ammoniakalischem Alkohol extrahiert wurde, um még- 
lichst das gesamte Cinchoninsiurederivat in Lésung iiberzufiihren. 
Dieser Ansatz lieferte 7,3 g einer bei 308° schmelzenden «-Methy]- 
/-naphtocinchoninsaure. 

0,1606 g Substanz: 0,4450 g CO, und 0,0689 g H,O. 

0,1856 g Substanz: 9,4cem N (18°, 779 mm). 

C,,H,,NO,. Ber.: C = 75,92%, H = 468%, N = 5,90%; 

gef.: C = 75,59%, H = 4,80%, N = 5,99%. 

Zur weiteren Identifizierung wurde die «-Methyl-f-naphto- 
cinchoninsiiure in das f/-Naphtochinaldin’) iibergefiihrt. Zu 
diesem Behufe wurden 1,5 g Substanz mit 4,5 g gegliihtem Calcium- 
oxyd gemengt und aus einem kleinen Kolben mit niedrig an- 
gesetztem AbfluBrohr destilliert; dabei ging ein bald erstarrendes 
Ol iiber. Aus verdiinntem Alkohol wurde die Base in schénen 
Krystallen rein erhalten ; Schmelzpunkt 81°, wihrend fiir - Naphto- 
chinaldin 82° verzeichnet wird. 

0,1527 g Substanz: 0,4863 g CO,, 0,0792 g H,0. 

C,,H,,N. Ber.: C = 87,02%, H = 5,74%; 

gef.: C = 86,88%, H = 5,80%. 

SchlieBlich wurde aus dem so gewonnenen Naphtochinaldin 
das Chromat hergestellt, indem die Base mit verdiinnter Schwe- 
felsiure in der Warme klar gelést und mit wisserigem Kalium- 
bichromat gefallt wurde. Nach kurzem Stehen wurde das sofort 
abgeschiedene gelbe Salz abgesaugt und gut gewaschen, bis im 
Spiilwasser keine Schwefelsiure mehr nachweisbar war, dann im 
Dunkelexsiccator bis zum gleichbleibenden Gewicht getrocknet. 
Eine Probe wurde im Tiegel verascht und als Cr,O, zur Wagung 
gebracht. 

0,2219 g Chromat gaben 0,0557 g Cr,0,. 

(C,,H,,N),H,Cr,0,. Ber.: Cr,0, = 25,22%; 

gef.: Cr,0, = 25,10%. 


1).Débner und vy. Miller, l. c. 
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I. 

Obgleich, wie in der Einleitung hervorgehoben ist; Kerb die 
Angaben von Fernbach und Schoen iiber die zymochemische 
Bildung von Brenztraubensaure in mineralisierten und mit kohlen- 
saurem Kalk versetzten Zuckerlésungen nicht hat bestatigen kénnen, 
habe ich mit anderen rein geziichteten Hefestimmen die Versuche 
wiederholt ; dabei folgte ich genau den Angaben der franzésischen 
Autoren, insbesondere auch hinsichtlich der Mineralbestandteile 
sowie der Hefemengen, die sie klein wihlten und in der Kultur- 
fliissigkeit wachsen lieBen. Verwendet wurde: 

1. die untergiirige Hefe der SchultheiBbrauerei und 

2. eine Reinkultur der obergiirigen Hefe Engelhardt. 

Die angestellten Giaransitze hatten folgende Zusammen- 
setzung: 

a) 46,5 g Traubenzucker waren mit 2 g Ammoniumnitrat, 
0,5 g Magnesiumsulfat, 0,4 g KH,PO,, 0,4 g Ammoniumphosphat, 
ferner mit Spuren von Zinksulfat, Eisensulfat nebst Kaliumsilicat 
in 500 ccm Wasser geldést; 

f) in einem anderen Kolben befanden sich 55g Calcium- 
carbonat und 500 cem Wasser. 

y) Der Kontrollansatz enthielt 46,5 g Traubenzucker und, bis 
auf die Kreide, dieselben anorganischen Salze in 1 1 Wasser. 

Nach der iiblichen Entkeimung wurde der Inhalt der geson- 
dert sterilisierten Kolben «) und f) vereinigt und mit drei Osen 
der auf Wiirzeagar geziichteten Hefe beimpft. Wiahrend in der 


y im Brutschrank bei 29 


calciumearbonatfreien Kontrollprobe 


bis 30° kein Entweichen von Gas zu beobachten war, bemerkte 
man in Ansitzen mit Calciumcarbonat in der Regel nach 24 Stun- 
den eine geringe Kohlensiureentwickelung. Sie kann aber nach 
dem Ausfall der weiter unten mitgeteilten Zuckerbestimmung 
nicht als ein sicheres Zeichen eingetretener Girung gelten, sondern 
ist zuriickzufiihren auf eine partielle Umsetzung des Calcium- 
carbonats mit den angewandten Ammonsalzen, bei der Ammo- 
niumcarbonat auftritt und infolge Dissoziation etwas Kohlen- 
dioxyd abgibt. 

Angefiihrt seien aus der Zahl der vorgenommenen Bestimmun- 
gen einige Zuckeranalysen in Ansitzen mit Oberhefe wie Unter- 
hefe, und zwar fiir die kreidehaltigen und kreidefreien Proben. 
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1. Ansatz mit SchultheiBhefe + CaCO,. 


Zuckergehalt zu Beginn. . . . 4,5 % 
ee nach 2 Tagen .. 4,5 ,, 
= eS a ee 
9 = ae ns a ee oh 
‘“ i OE gy « 5 Os, 
os Pa. | Se » » By 


2. Ansatz mit SchultheiBhefe ohne CaCO,. 


Zuckergehalt zu Beginn. . . . 4,4 % 
” nach 2 Tagen .. 4,4 ,, 
” is - ar, > en 
” w 20 99 <p ee 
” ee = s+ ee 
> » 22 - 2 «ee ts 


3. Ansatz mit Engelhardthefe + CaCO,. 


Zuckergehalt zu Beginn. . . . 4,6 % 
-. nach 2 Tagen . . 4,5 ,, 
” Wo: gee eer: See 
s wae Rh es 5 = pes 
me ~ Sae Pn oj eas 
” ae le eR oe 


4. Ansatz mit Engelhardthefe ohne CaCO,. 


Zuckergehalt zu Beginn. . . . 4,65% 
Ne nach 2 Tagen . . 4,55,, 
ms ar ee eee. ° ie 
99 a5 ee pee 2,95 ,, 
pe ee): ees 1,95,, 
” i ek, oe + = ee 


Alle 24 Stunden wurden steril 2—3 ccm entnommen und mit 
der Nitroprussidnatriumreaktion auf gebildete Brenztraubensiiure 
untersucht: eine braunliche Farbung, die auf Essigsiurezusatz in 
ein schwaches und schnell vergingliches Violett umschlug, trat 
bei der Oberhefe etwa am elften Tage auf, wihrend sie bei den 
Kolben mit Unterhefe vollkommen ausblieb. Aber auch bei der 
erstgenannten Serie war die Reaktion ungemein schwach. Eine 


zum Vergleich hergestellte Lésung von 0,088 g Brenztraubensiure 
als Kalksalz in 100cem Wasser zeigt eine im Verhiltnis dazu 
starke Legalsche Probe. Hinzu kommt, daB auch in den An- 
sitzen mit Oberhefe, aber ohne Calciumcarbonat, eine wenn auch 
vielleicht etwas geringere Farbenreaktion zu erzielen war. Ob- 
gleich es bereits danach auBerst zweifelhaft erscheinen muBte, ob 
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wirklich Brenztraubensiure gebildet ware, wurden doch 800 cem 
(37,2 g angewendetem Zucker entsprechend) eines Ansatzes mit 
Kreide und Oberhefe nach klarer Filtration im Vakuum auf ein 
kleines Volumen eingeengt und die restierende, von Ausscheidun- 
gen durch Filtration befreite Lésung unter starkem Riihren in 
absoluten Alkohol (20faches Volumen) eingetropft, ahnlich wie 
Fernbach und Schoen vorgehen. Es fiel ein im ersten Augen- 
blick gallertiges Calciumsalz ') aus, das beim Stehen konsistenter 
wurde und nach 24 Stunden abgesaugt werden konnte. Beim Aus- 
waschen mit Alkohol hinterblieb eine gelblichweibe Verbindung, 
die Calcium, aber auch keine Spur von Pyruvinat enthielt. Die 
filtrierte wisserige Lésung der Substanz lieferte weder eine Farben- 
reaktion mit Nitroprussidnatrium noch reduzierte sie ammoniakali- 
sche Silberlésung, wozu brenztraubensaure Salze noch in grober 
Verdiinnung befihigt sind. Ein die Legalsche Reaktion geben- 
der Ko6rper fand sich dagegen in der alkoholischen Mutterlauge. 
Da aber Calciumpyruvinat bei der vorausgegangenen Fillung mit 
Alkohol hatte niedergeschlagen sein miissen, ist es zweifelhaft, ob 
der Eintritt dieser Nitroprussidnatriumreaktion tiberhaupt auf 
Brenztraubensiure zu beziehen ist. Nicht unerwahnt bleibe, dab 
ich in dem abgedampften alkoholischen Auszug auch die von 
Fletcher und Hopkins angegebene Reaktion erhalten habe 
(Kirschrotfirbung bei Behandlung mit konzentrierter Schwefel- 
siure, Kupfersulfat und mit alkoholischer Thiophenlésung). Es 
diirfte sich um Milchsiaure (vgl. vorher S. 74) handeln, ohne daB 
ich deren Vorliegen mit Sicherheit behaupten méchte, da die 
genannte Probe auch mit anderen Substanzen, wie Apfelsiaure, 
Glykolsiure, Arabonsiure, Gluconsiure, Glucoheptonsiure u. dgl., 
mehr oder minder deutlich positiv ausfallt, Ahnlich tibrigens auch 
mit Brenztraubensaure. 

Somit habe ich auch unter Bedingungen einer vita minima, 
die an sich — wie zuvor auseinandergesetzt worden ist gar 
nichts mit der alkoholischen Giarung zu tun hatte, leider keine 
Bildung von Brenztraubensiure aus Glucose unter der Einwirkung 
zweier Kulturhefen nachweisen kénnen. 


1) Ziemlich ebenso verhialt sich Calciumacetat. 








Quantitative Untersuchungen tiber die Einwirkung einiger 
Gerinnungsfaktoren auf die Gerinnung des Blutes. 


Von 


Ludwig Heller. 
(Aus der Dermatologischen Abteilung des Wilhelminenspitals in Wien.) 
(Eingegangen am 13, Juli 1921.) 


I. 

Es ist in der Physiologie allgemein bekannt, daB infolge 
Verdiinnung des Blutes die Gerinnung ausbleibt. Obzwar diese 
Erscheinung zu einer niheren Analyse des Mechanismus der 
Blutgerinnung geeignet ist, wurde zu diesem Zwecke bis jetzt nicht 
beniitzt. Dies ist in erster Linie darauf zuriickzufiihren, daB man 
bis zu den letzten Jahren bestrebt war, fiir die Blutgerinnung eine 
chemische Erklarung zu geben. Diese Erscheinung weist aber 
vielmehr auf den Einflu8 von physikalisch-chemischen Faktoren 
bei der Blutgerinnung hin. Sie zeigt namlich, daB die Blutgerin- 
nung von der Konzentration der wirksamen Substanzen abhiangt. 
Danach war zu allererst zu entscheiden, welche Substanzen bei 
der Verdiinnung des Blutes das Ausbleiben der Gerinnung ver- 
ursachen. Zuniachst habe ich die Wirkung von Ca und von NaCl 
untersucht, da diese die chemisch charakteristischsten Gerinnungs- 
faktoren darstellen. Es hat sich auch herausgestellt, daB diese 
beiden Faktoren von ihrer Konzentration abhingig, sehr stark 
die Gerinnung des Blutes beeinflussen. 

Die allererste Aufgabe muBte sein, beim Menschenblut die 
Wirkung der Verdiinnung auf die Gerinnung zu untersuchen, 
da diesbeziiglich quantitative Daten nicht vorlagen. Ich habe 
meine Versuche hauptsichlich aus dem Grunde mit menschlichem 
Blute ausgefiihrt, weil diese Erscheinung zur Klirung mancher 
pathologischen Frage beitragen kann. Bis jetzt hat man ins- 
besondere in der Pathologie ziemlich einseitig immer nur die 
Gerinnungszeit bestimmt. Auf Grund der hier mitgeteilten Ver- 
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suche wird man erst die mit diesen Methoden beobachteten Diffe- 


renzen erkliren kénnen. 


Die Einteilung der Versuche, je nachdem, welcher der er- 


wihnten Faktoren variabel oder konstant gehalten wurde, zeigt 


Tabelle I. 


Tabelle LI. 





Versuchs- 
Bestimmung der 


anordnung 
A zur Gerinnung notwendigen 
minimalen : 
B desgl. 
C zur Gerinnung giinstigen: 
D zur Gerinnung notwendigen 
minimalen: 


Variabel 


Blut- 
Konzentration 
CaCl,- 
Konzentration 


NaCl- 
Konzentration 


Blut- 
Konzentration 


Konstant 


Physiol. NaCl 


NaCl: 0,5°/, 


1: 150 
1: 200 
Blut 1: 400 
1: 600 


CaCl,: 0,01 °/, 
Blut: 1: 200 
CaCl: 0,05 °/, 
NaCl: 0,5°/, 








II. Methodik. 


A. Versuche nach der Versuchsanordnung A. (Versuche 1, 2, 3.) 

Der Versuch 1 wurde folgendermafen durchgefiihrt: Das Blut, ca. 
2—3 ccm, wurde mittels einer ca. 5 cm langen Punktionsnadel, deren Lumen 
einen Durchmesser von ca. 1 mm besaB, aus der Vena mediana in iiblicher 
Weise gewonnen, in einer ca. 6—7 ccm fassenden Eprouvette aufgefangen. 
Gleich nach der Entnahme wurde das Blut in die schon vorher mit den 
notwendigen Mengen von physiologischer NaCl-Lésung beschickten Eprou- 
vetten eingefiillt. Die Ablesung der Resultate ist nach 24 Stunden langem 
Stehen bei Zimmertemperatur erfolgt. In den mit + bezeichneten Réhrchen 
war ein in der Fliissigkeit suspendiertes Gerinnselnetz, bestehend aus roten 
Blutkérperchen und aus ausgefallenem Fibrin, wahrnehmbar. Der andere 
Teil der roten Blutkérperchen hat sich gesetzt, war aber durch Schiitteln 
wieder vollkommen zu suspendieren. In den mit — bezeichneten Réhrchen 
haben sich simtliche rote Blutkérperchen gesetzt und waren durch Schiitteln 
restlos zu suspendieren. Alles andere ist aus der Tabelle ersichtlich. 

Die Ausfiihrung des 2. Versuches unterscheidet sich von der des 1. 
dadurch, daB bei dem 2. statt des unverdiinnten Blutes ein mit physiolo- 
gischer NaCl-Lésung im Verhiltnis von 1 : 4 verdiinntes Blut als Ausgangs- 
lésung verwendet wurde. Die Erginzung folgte gleichfalls mit physiolo- 
gischer NaCl-Lésung. 

Der 3. Versuch unterscheidet sich von dem 1. dadurch, daB bei dem 
erstgenannten ein mit physiologischer NaCl-Lésung in einem Verhiltnis 


von 1 : 9 verdiinntes Blut als Ausgangslésung verwendet wurde. In dieser 
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Verdiinnung verweilten die Blute vor der Einfiillung nicht alle gleichlange 
Zeit hindurch, ca. */,—11/, Stunden. 


B. Versuche nach der Versuchsanordnung B. (Versuche 14, 22, 23, 
24, 29, 30.) 

Der 14. Versuch wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Das Blut, 
ca. 2cem, wurde mittels einer schon beschriebenen Punktiernadel aus der 
Vena mediana entnommen und in einer einparaffinierten kleinen Serum- 
eprouvette aufgefangen. Ein Teil des Blutes wurde dann mit einer ein- 
paraffinierten Pipette mit physiologischer NaCl-Lésung im Verhialtnis 1 : 75 
verdiinnt. Noch vor der Blutentnahme wurden fiir jedes Blut, das zur 
Untersuchung gelangte, 12 kleine, ca. 8 cem beinhaltende Serumréhrchen 
folgendermaBen vorbereitet: Jeder der 12 Eprouvetten enthielt 2 ccm 
Flissigkeit. In dieser Fliissigkeit waren NaCl und CaCl, gelést enthalten. 
Wihrend die Konzentration des NaCl in allen Eprouvetten gleich blieb, 
war CaCl, in den 12 Eprouvetten in absteigender Konzentration gelést. 
Die Konzentrationswerte von CaCl, waren folgende: 0,0005°,, 0,001°%, 
0,002%%, 0,004°%, 0,006%, 0,008%, 0,01°%, 0,012%, 0,014°%, 0,016, 
0,018%, 0,02%. Die Konzentrationswerte der entsprechenden Tabelle 
sind nur halb so groB, da zu den Lésungen von 2 ccm, wie spiiter noch aus- 
einandergesetzt wird, noch 2 cem verdiinnte Blutlésung hinzugefiigt werden. 
In jede der 12 Eprouvetten wurden nun je 2 ccm der soeben 1 : 75 verdiinn- 
ten Blute eingefiillt. (Vor der Einfiillung wurde das verdiinnte Blut durch 
Zustopfen und Umdrehen der Eprouvette gut gemischt.) Zur Verdiinnung 
der einzelnen Blutproben wurde dieselbe paraffinierte Pipette, nach dem 
Gebrauch mit Oleum paraffini durchgespiilt, verwendet. Die Ablesung der 
Versuchsresultate erfolgte nach 24 Stunden langem Stehen bei Zimmer- 
temperatur. In den mit + bezeichneten Roéhrchen befand sich ein aus 
Fibrin und roten Blutkérperchen bestehendes Gerinnselnetz. In dem mit 
+9 bezeichneten Réhrchen hat das Gerinnselnetz keine roten Blutkérperchen 
enthalten. Da ist die Gerinnung also erst nach der vollstandigen Senkung 
der roten Blutkérperchen eingetreten, was, eine gleichmaiBige Senkungszeit 
angenommen, den spaiteren Eintritt der Gerinnung bedeutet. (Es ist dabei 
zu bemerken, daB bei Lues die Sedimentierung der roten Blutkérperchen 
schneller vor sich gehen soll.) In den mit — bezeichneten Réhrchen war 
kein Gerinnsel zu finden. 

Die Versuche 22, 23 und 24 wurden wie folgt durchgefiihrt: Vorberei- 
tungen: Die Eprouvetten, kleine Serumréhrchen mit ca. 8 ccm Inhalt, 
die zum Auffangen des Blutes dienen sollten, wurden mit ca. 2 ccm Oleum 
oliv. steril. beschickt. Das Ol wurde durch UmgieBen in ein anderes Réhr- 
chen nebst stiindigem Drehen der Eprouvette an der Wand derselben ver- 
teilt. Nachher setzt sich der gréBte Teil des Oles ab, die Wand des GefaBes 
wird aber mit einer diinnen Schicht 1 iiberzogen. Auf diese Weise wurden 
so viele Réhrchen prapariert als Blute bei dem betreffenden Versuche 
zur Untersuchung kamen. Ebensoviel groBe Eprouvetten, mit einem 
Inhalt von iiber 30cem, wurden mit je 29,7 ccm destilliertem Wasser 


beschickt. 

















einiger Gerinnungsfaktoren auf die Gerinnung des Blutes. 93 


Ebensovielmal 10 kleine Réhrchen (die beschriebenen Serumréhrchen 
oder auch Wassermannréhrchen) wurden folgendermaBen mit Lésungen 
beschickt: Aus einer Lésung, die 0,02°,4 CaCl, und 1° NaCl beinhaltete, 
wurden folgende, auch in der Tabelle ersichtliche Mengen, 0,6, 0,7, 0,8, 
0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4 und 1,5 cem eingefiillt. Diese wurden dann mit 
einer 1 proz. NaCl-Lésung auf 2 ccm ergiinzt. Dann wurden 2 cem Pipetten 
(0,01 grad.) in geniigender Zahl (als Blute zur Untersuchung kamen) !/, Stunde 
vor dem Anfang der Blutentnahme in dem Zwischenfenster des Zimmers 
aufbewahrt. (Die Temperatur betrug da ca. 1O—15° C.) Das Zwischenfenster 
sollte mangels eines Eisschrankes, diesen ersetzen. Die zur Blutentnahme 
verwendete Strausssche Kaniile wurde mit destilliertem Wasser und mit 
Alkohol gereinigt und in destilliertem Wasser ausgekocht. Auf Abkiihlen- 
lassen der Kaniilen vor dem Gebrauch auf Zimmertemperatur wurde ge- 
achtet. Die Kaniile wurde vor dem Gebrauch von den darin noch haftenden 
Wassertrépfehen durch energisches Schiitteln befreit. Die zum Auffangen 
des Blutes verwendeten, mit Ol beschickten Réhrchen wurden unmittelbar 
vor dem Gebrauch mit ihrer Langsachse in der Horizontalen gehalten, iiber 
ihre Langsachse herumgedreht, damit ihre Wand mit einer Olschicht 
bedeckt wiirde. Das Blut, ca. 2—3 ccm, wurde dann aus der Vena mediana 
cubiti entnommen und in der geélten Eprouvette aufgefangen. Es wurde 
nur Blut, das gleich aus dem ersten Stich ausgeflossen ist, verwendet. 
Bei einer eventuell miSgliickten Punktion, wenn z. B. das Blut nach 
1—2 Tropfen aufhérte zu flieBen, wurde die Punktion an anderer Stelle, 
eventuell an dem anderen Arm, wiederholt. Die Punktion hat natiirlich 
mittels der Straussschen Kaniile nur einige Sekunden lang gedauert. 
Aus dem frischgewonnenen Blute wurde sogleich in eine aus dem Zwischen- 
fenster herausgeholte Pipette bis zum Zeichen 1,7 (0,3 cem) aufgezogen 
(behutsam, damit keine stérenden Luftblasen entstehen und kein Ol mit 
aufgezogen werden kann) und der entsprechenden groBen Eprouvette, 
die 29,7 cem destilliertes Wasser enthalten hat, zugefiihrt. Dabei ist das 
Blut mit der Wand der Eprouvette nicht in Beriihrung gekommen, sondern 
direkt in das dest. Wasser geraten. Nachher wurde das in solcher Weise 
in einem Verhaltnis von 1 : 100 verdiinnte Blut durch Zustopfen und Um- 
drehen der groBen Eprouvette gut gemischt. Aus diesem verdiinnten Blut 
wurden dann in die 12 obenbeschriebener Weise vorbehandelten Eprou- 
vetten je 2ccm eingefiillt. Die Versuchsanordnung ist aus der Tabelle 
ebenfalls klar ersichtlich. Die in der Tabelle angegebenen Konzentrations- 
werte bezichen sich einerseits auf das Reaktionsvolumen, andererseits auf 
die zugegebene Menge von NaCl bzw. CaCl,. Bei diesen Zahlenwerten 
ist also der Inhalt des Blutes an NaCl und CaCl, nicht in Betracht gezogen. 
Die Art der Blutentnahme durch Strausssche Kaniilen, Auffangen des 
Blutes in gedlten Eprouvetten usw. sind bei allen folgenden Versuchen 
in obengeschilderter Weise durchgefiihrt worden. 

Eventuelle Differenzen sind an der betreffenden Stelle betont. 

Die Ablesung der Versuche erfolgte nach 24 Stunden langem Stehen 
bei Zimmertemperatur, und zwar in folgender Weise: Das betreffende 


Roéhrchen wurde mit einem Gummistépsel zugestopft und 2 mal umgedreht. 
g 
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Wahrend und nach diesem Umwerfen wurde der Inhalt der Eprouvette 
beobachtet. In dem mit + bezeichneten Réhrchen haben sich die auf die 
Stromata der roten Blutkérperchen ausgefallenen Fibrinfaden zu einem 
Gerinnselstiickchen zusammengeballt. Es ist dabei zu bemerken, daB bei 
den Versuchen, wo Serumréhrchen, die einen kleinen Durchmesser besaBen 
und nicht Wassermannroéhrchen, angewendet wurden, dieses Herausspringen 
und Zusammenballen der Fibrinfaden besser und schéner zur Beobachtung 
kam. Diese Differenz ware so zu erkliren, daB in den langen, schmalen 
Roéhrchen bei einer gleichen Fliissigkeitsmenge die Stromata eine lingere 
Zeit zur Senkung brauchen als in den breiteren Wassermannréhrchen. 
Infolgedessen werden sie in gréBeren Massen in das Gerinnsel miteingefiihrt. 
In den mit -+- bezeichneten Réhrchen war das Gerinnsel bedeutend kleiner, 
in den mit _* bezeichneten Réhrchen waren nur Spuren von Fibrinfaden 
zu sehen. Eventuelle Verunreinigungen kénnen bei priziser Beobachtung 
leicht von den Fibrinfaiden unterschieden werden. In den mit — bezeich- 
neten Roéhrchen waren keine Fibrinfiden zu finden. 

Die Blutentnahme und Ablesung bei den Versuchen 29 und 30 (Blut- 
verdiinnung 1 : 400 bzw. 1 : 600) erfolgte auch in der obengeschilderten 
Weise. Die Blutproben stammen bei den genannten 2 Versuchen von den- 
selben 3 Patienten. 


C. Versuch nach der Versuchsanordnung €. (Versuch 26.) 

Der 26. Versuch bezweckt, festzustellen, innerhalb welcher NaCl-Kon- 
zentration bei einer CaCl,-Konzentration von 0,01% und bei einer Blut- 
konzentration von 0,5% (1 : 200) die Gerinnung stattfindet. Der Versuch 
wurde mit einer Mischung von 1: 100 verdiinntem Blute (destilliertem Wasser ) 
von 3 haimatologisch gesunden Patienten durchgefiihrt. Blutentnahme wie 
friiher. Die Blutproben verweilten im verdiinnten Zustande (1 : 100) 
3 Stunden lang bei Zimmertemperatur. 


D. Versuche nach der Versuchsanordnung D. (Versuche 31, 32, 33, 34.) 

Nachdem in dem Stadium der Untersuchungen, wo das Blut mit 
physiologischer NaCl-Lésung verdiinnt wurde, festgestellt werden konnte, 
daB das normale Blut nebst Zugabe von 0,05% CaCl bis zu einer Verdiin- 
nung von ca. 1 : 800 Gerinnung zeigt, wurden die Blutkonzentrationen 
bei den hier mitgeteilten Versuchen (31, 32, 33, 34) in der Nahe dieser Grenze 
gewahlt. Diese Versuche sind untereinander in dem Sinne, wie es z. B. bei 
dem 22., 23. und 24. Versuche méglich ist, nicht zu vergleichen. Das wurde 
bei diesen auch nicht angestrebt. Es sind naimlich in der Ausfiihrung genann- 
ter Versuche Differenzen, die Vergleiche unméglich machen. Die Blutproben 
der einzelnen Versuche verweilten verschieden lange Zeit, 1—3 Stunden, 
hindurch in verdiinntem, und zwar auch in verschiedenem Grade verdiinntem 
(1 : 100, 1 : 200) Zustand bei Zwischenfenstertemperatur. Die Ausgangs- 
verdiinnung ist auch eine verschiedene gewesen (1 : 100, 1 : 200). Es waren 
auch in der Reihenfolge der Einfiillung der einzelnen Reagentien bei den 
verschiedenen Versuchen Differenzen. Selbstverstindlich waren all die 
genannten Umstiinde innerhalb desselben Versuches vollstindig gleich. 


























einiger Gerinnungsfaktoren auf die Gerinnung des Blutes. O45 
Blutentnahme, Ablesung usw. wie friiher. Die Versuchsanordnung ist aus 
der Tabelle ersichtlich. 

Ill. Ergebnisse. 


A. Bestimmung der zur Gerinnung notwendigen minimalen Blut- 
konzentration. 


Tabelle II. 


Versuch 1. 





Die Menge des eingefiillten Blutes in ccm 
Diagnose — ——_—_— —_——— 
0,05 0,1 0.2 04 0,6 


Peliosis reum + Lues |.) — t 
go - - +- te < 


Versuch 2, 





Die Menge des eingefiillten Blutes in ccm 





Diagnose —— - ~ 
0,1 0,14 0,2 0,24 
PS os ick Nina ees 
MN ido bi acre Soe kag 
Versuch 3. 
Die Menge des eingefiillten Blutes in cem 
Diagnose 
0,1 0,12 | 0,14 | O16 | 0,18 0,20 
In Observatione ...... . 4 


Lmee letens 6.65 .....2 

Impetigo cont. ....... — | 
Mai ind cewe ve - | - 
Dio ved dantewes 
NRE Sc, sak: 2 seen Oe | , ee 


Bei diesen drei Versuchen wurden die angegebenen Blutmengen mit 
phys. NaCl-Lésung auf 2 ccm ergiinzt. 

Das normale Blut gerinnt bis zu einer Verdiinnung von 
ca. 1 : 10, bei weiterer Verdiinnung nicht mehr. 

Die zur Gerinnung notwendige minimale Blutkonzentration 
ist also, angenommen da die Gerinnung, nach 24stiindigem 
Aufenthalt bei Zimmertemperatur, bei der angegebenen Versuchs- 
anordnung vollstandig abliuft, ca. 10°,. (DaB in dem 3. Ver- 
suche einige Blutproben in der Verdiinnung 1:10 nicht mehr 
gerinnungsfihig waren, ist nach meiner Erfahrung dadurch zu 
erklaren, daB durch lingeren Aufenthalt bei Zimmertemperatur 
in verdiinnten Lésungen die Gerinnungsfaktoren abgeschwiicht 


werden.) 
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B. Bestimmung der zur Gerinnung notwendigen minimalen CaCl,- 


Tabelle II (Versuche Nr. 14, 


Konzentration. 


99 oF 


at ht 


Versuch 14, 


, 24, 29, 30). 





Diagnose 


Lues |. 
Lues I] 
Lues l. 
Lues |. 
Nihil 

Lues II 


Ikterus 


Konzentr. des CaCl, in Prozentzahl 


0,00025 00,0005 0,001 0,002 
oe 
t 
+: 
0 
+ Je 


Da wurde zur Lisung von CaCl, (von entsprechender Konzentration) 


je 2 cem 1:75 verdiinntes 


Blut zugefiigt. 


Versuch 22. 





Diagnose 
0,004 


Epididymitis gon. 
Sklerose ave 
Epididymitis gon. 
Scabies, Lues |. 
Lues II 

Phimose 

Lues II 


Ikterus + Lues ]. 
Aortitis luetica 
Sklerose 

i" iva 

Lues II 
Gonorrhée 
Scabies 

Scorbut 


Uleus molle, Bubo.. — 
Lues 
Lues lI. 
Ikterus 
Lues 
Lues I] 
Ekzem 
Gonorrhée 
Lues cag pe 
In Observatione 
Scabies 


Reste von 


0.8—1.5 cem Lésung 


+ 2 cem 1:100 verdiinntes Blut. 
NaCl 1 proz. 


Konzentration des CaCl, in Prozentzahl 


0,0045 0,005 | 0,0055 0,006  0,0065 0,007 
+ 
x. 
Versuch 23. 
| i 4 4 4 4 
a 
T ae ae + + 
Versuch 24, 
+ eee re a 
“ 4 + + 
+ + i 4 ols 
Me) ee a 4 | a + 
— +. + | + “+ 


A., mit 1 proz. 


0,0075 








neg. 
” 
- 
pos. 
neg. 


pos. 


neg. 


pos. 
neg. 


neg. 


pos. 


” 


neg. 
” 
pos. 


neg. 


” 


NaCl-Lisung auf 2 ccm ergiinzt 
Lisung A ist auf CaCl, 0,02 proz., auf 
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Versuch 29. 


' 





Konzentration des CaCl, in Prozentzahl 


Diagnose ————4 W, R. 
0,015 0,02 O9PF5 O08 O08 004 | 0,045 0,05 
Ikterus + Lues . . i 
Lues I] Papulae . . : ; + | pos. 
Scabies hy ia + : { | neg. 


0,3—1eem aus Lisung C mit einer 1 proz. NaCl-Lisung auf 2 cem 
erginzt + 2 ccm 1: 200 verdiinntes Blut. 


Versuch 30. 





Konzentration des CaCl, in Prozentzahl 
Diagnose W.R 
0,015 0,02 0025 06,03 0,085 0,04 0,045 0,05 


Versuchsanordnung wie bei Versuch 29, mit dem Unterschiede, dab 
da 2cem 1:300 verdtinntes Blut eingefiillt wurde. Lésung C ist auf 
CaCl, 0,2 proz., auf NaCl 1 proz.. 

Das Prinzip der Versuchsanordnung: Bei gleicher Blut- und 
NaCl-Konzentration ist die zur Gerinnung notwendige minimale 
CaCl,-Konzentration zu bestimmen. Diese gleiche Blutkonzen- 
tration kann, wie aus den Versuchen zur Versuchsanordnung A. 
ersichtlich ist, von der Verdiinnung 1:10 an bis, wie das aus 
spiter mitzuteilenden Versuchen (s. Tabelle IV) ersichtlich, zu einer 
Verdiinnung von ca. | : 800 frei gewaihlt werden. Innerhalb enger 
Grenzen kann auch die NaCl-Konzentration frei gewahlt werden. 

Derzeit verfiige ich iiber Versuche, bei welchen die Blutkonzen- 
tration 1 : 150, 1 : 200, 1 : 400 und 1 : 600 betrug. Am ausfiihr- 
lichsten sind unter diesen die Versuche bei der Blutverdiinnung 
1 : 200, nebst einer NaCl-Konzentration von 0,5°, durchgefihrt 
worden. 

Ergebnisse des 14. Versuches: 

1. Die minimale CaCl,-Konzentration, die bei der angegebenen 
Versuchsanordnung nebst Zufiigung von 0,5°%, NaCl zu dem 
normalen, 1 : 150 verdiinntem Blut zugefiigt werden muB, damit 
eine Gerinnung eintreten kann, betrigt weniger als 0,00025°, 
des Reaktionsvolumens. 

2. Bei den untersuchten 5 luischen Blutproben ist die Gerin- 
nung friiher eingetreten als bei dem Normalblut. Bei den luischen 


Blutproben haben simtliche Réhrchen ein Gerinnsel aus Fibrin 
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und aus roten Blutkérperchen bestehend enthalten. In dem 
ersten R6hrchen von minimaler CaCl,-Konzentration bei Blut 
einer gesunden Person dagegen wurden keine roten Blutkérperchen 
in dem Gerinnsel mitgefaBt. 

3. Bei dem Fall von hochgradigem Ikterus + Lues latens 
macht die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 
tration 0,001 aus, bei allen anderen dagegen ist sie kleiner als 
0,00025°% 

Ergebnisse der Versuche 22, 23, 24. 

Die Ergebnisse dieser 3 an verschiedenen Tagen mit Blut- 
proben von Patienten verschiedenen Alters beider Geschlechter 
und zu verschiedenen Tageszeiten (von 11 bis 1 Uhr mittags) an- 
gestellten Versuche kénnen folgenderweise zusammengefaBt werden : 

1. Die minimale CaCl,-Konzentration, die bei der angegebenen 
Versuchsanordnung nebst Zufiigung von 0,5°% NaCl zu dem 
normalen, 1 : 200 verdiinnten Blut zugefiigt werden mu, damit 
eine Gerinnung eintreten kann, betrigt 0,005—0,006% des 
Reaktionsvolumens. Obzwar die iuBeren Umstinde wegen Mangels 
an Thermostat und Ejisschrank nicht vollstaindig gleich einzustellen 
waren, ist es doch méglich gewesen, eine ziemlich scharfe Grenze 
festzustellen. Es ist anzunehmen, daB bei gleichbleibenden 
iuBeren Umstiinden gleiche Werte fiir die Gerinnungsfahigkeit 
des normalen Blutes festzustellen wiren. Gleiche Umstinde 
kénnte man dadurch schaffen, daB man zur Verdiinnung des 
Blutes eine auf 0° abgekiihlte Pipette gebrauchen und den Ver- 
such bis zum vollstandigen Ablauf desselben bei konstanter, fiir 
die Gerinnung giinstiger Temperatur durchfiihren wiirde. 

2. In einem Falle von langdauerndem Ikterus ist bedeutende 
Herabsetzung der Gerinnungsfihigkeit konstatiert worden (Ver- 
such 23). Die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 
tration ist in einem Falle von Ikterus bei Lues latens 0,0075% , 
bei normalem Blut 0,0055°%. 

Ergebnisse des 29. Versuches: 

1. Die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 


tration bei einer Blutverdiinnung von 1: 400 nebst der angegebenen 
Versuchsanordnung betriigt beim Normalblut ca. 0,035°% des 


Reaktionsvolumens. 
2. Die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 





pr 8 ON 
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tration bei dem luetischen Blut (Lues Il-Papeln, WaR. pos.) 
betrigt 0,025°,, des Reaktionsvolumens. 

Ergebnisse des 30. Versuches: 

1. Die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 
tration bei einer Blutverdiinnung 1 : 600 nebst der angegebenen 
Versuchsanordnung betriigt bei dem Normalblut mehr als 0,05°%, 
des Reaktionsvolumens, dieselbe bei dem luischen Blut 0.035%. 


C. Bestimmung der zur Gerinnung giinstigen NaCl-Konzentration. 
Tabelle IV. 


Versuch 26. 





Konzentration des NaCl in Prozentzahl 
O04 O5 06 0,7 OS 
Tr 
GiGj;Gitr 
0,0—1,0 cem Lésung A ergiinzt mit einer 0,02 proz. CaC],-Lisung 
auf 3 cem +3 cem 1:100 verdiinntes Blut. Lésung A ist auf NaCl 
6 proz., auf CaCl, 0,02 proz. F = Fallung; G = Gerinnsel; Tr = Triibung. 
Ergebnisse des 26. Versuches: 
Nebst einer 0,5 proz. Blut- und nebst einer 0,01 proz. CaCl,- 
Konzentration findet die Gerinnung bei einer NaCl-Konzentration 
von 0,2% bis 0,6°% statt. Dieses Ergebnis stimmt mit folgender 


Beobachtung iiberein: Bei den Versuchen, die ich zur Methode B, 


bei einer Blutverdiinnung von | : 200 und bei CaCl,-Konzentration, 
wie in den Versuchen 22, 23, 24, weiter bei NaCl-Konzentration 
von 1% aufgestellt habe, ist keine Gerinnung eingetreten. 

D. Bestimmung der zur Gerinnung notwendigen minimalen Blut- 


konzentrationen bei gleichbleibender und zur Gerinnung ausreichender 
NaCl- und CaCl,-Konzentration. 


Tabelle V. 


Versuch 31, 





Blutverdiinnung 
Diagnose Dk FEAR KRISS BREST GRAEGRS (RNA ROSE W. R. 
1:800| 1:727'1:666 1:615 1:57) 1:583 1:500 1:470/1:444 





Ikterus + Lues]. | . neg. 
SS 3) See | t t t t t t pos. 
Scabies... . | t { neg. 

0,5—0,9 ccm 1:100 verdiinntes Blut mit destilliertem Wasser auf 
2 cem erginzt + 2 ccm aus einer Lisung, die auf CaCl, 0,1 proz., auf NaCl 
1 proz. war. 
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Versuch 32. 








Blut verdiinnung 
Diagnose : = zs = z - SiZiSif§i/si si we. 
S~i/alG@ianin ia! S&S 4 So S S 
Lues 1. ae oF oe — + + : + pos. 
Ikterus + Lues |.. . + +1 neg. 
Gonorrhée 5 ‘ t * 
Sklerose Pk ee Se ee t t T + + + + pos. 
Versuch 33. 
Ree, Lues Papulae ° t t t t i t t t pos. 
Roseola syphil. + i ti+i+ 4 
Impetigo capitis . . —i4 +i+) ++] neg. 
Lues L Gonorrhiée 
ae ere -- 
Versuch 34. 
Impetigo cunt... . - - —|+/4 + | +] neg. 
Scabies . <r 
Lues II Papulae . . — 
Portiosklerose . . . - i + |fraol. 
pos. 


0,2—1,3 cem 1: 200 verdiinntes Blut, mit destilliertem Wasser auf 2 ccm er- 
ginzt + 2.cem aus einer Lisung, die auf CaC], 0,1 proz., auf NaCl 1 proz. war. 


Vor Besprechung der Versuchsresultate sollen hier die Ver- 
diinnungsgrenzen, bis zu welchen noch Gerinnung bei den ver- 
schiedenen Blutproben eingetreten ist, angefiihrt werden. 


Verdiinnung, bei welcher 


Diagnose noch Gerinnung eintritt 
Versuch 31: 1. Ikterus, Lues latens weiter als bis 444 
2. Scabies re eG : 500 
3. Lues II. Papulae WaR. pos. : 666 
Versuch 32: 1. Gonorrhée : : 800 
2. Ikterus, Lues latens . : 666 


. Lues latens WaR. pos. ... . 
. Sklerose, Lymph. ingu. WaR. pos. 


: 1332 
: 1000 
: 1143 
: 1148 
: 2000 


Versuch 33: 1. Impetigo capitis. 


Scabies 


wonwoem— 


Lues I, Gonorrhée. : 
4. Roseola syphilitica WaR. pos. 
5. Rec. Lues Papulae ad genitale 


ls 
] 
] 
] 
] 
1 : 1000 
1 
] 
l 
] 
] 


vo. 
WaR. pos. 1 : 2000 
Versuch 34: 1. Impetigo contagiosa . 1: 888 
2. Scabies . Ree renee 1 : 666 
3. Portiosklerose WaR. fraglich pos. 1 : 800 
4. Lues II. Papulae WaR. nicht 
I oe se eek ees 1 : 1000 
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Ergebnisse: 

1. Wie aus der obigen Zusammenstellung ersichtlich, sind die 
Verdiinnungswerte, bei welchen noch bei den Normalblutproben 
(von Patienten herstammend, die weder Lues noch Ikterus 
gehabt haben) Gerinnung eingetreten ist, folgende: 1 : 500, 1 : 800, 
1 : 1000, 1 : 1148, 1 : 888, 1 : 666. Bei den Luesfillen (mit Er- 
scheinungen und mit positiver WaR.) sind die entsprechenden 
Werte: 1 : 666, 1 : 1332, 1 : 2000, 1 : 2000, 1 : 1000. Minimale 
bzw. maximale Werte bei Normalblut: 1 :500 bzw. IL : 1143; 
bei Lues: 1 : 666 bzw. 1 : 2000. Durchschnittswerte bei Normal- 
blut: 1: 821; bei Lues: 1 : 1333. Das Verhaltnis der Durch- 
schnittswerte: 1,62. 

2. Bei 2 Fallen von leichterem Ikterus + Lues latens ist 
der Verdiinnungswert, bei welchem noch Gerinnung eingetreten 
ist, etwas niedriger als bei Normalblutproben des entsprechenden 
Versuches. (Herabsetzung der Gerinnungsfihigkeit bei Ikterus.) 

3. In den Versuchen 31, 32, 33, 34 zeigt sich mit einer ziemlich 


groBen RegelmaBigkeit eine paradoxe Erscheinung; die stufenweise 


Herabsetzung bzw. Ausbleiben der Gerinnung in den Réhrchen, 
die etwas héhere Blutkonzentration enthalten, als die zur Gerinnung 
notwendige minimale ist. Wodurch diese Erscheinung hervor- 
gerufen wird, ist mir bisher unklar geblieben. (Es kame die Még- 
lichkeit in Betracht, daB die Gerinnung auch in diesen Réhrchen 
eingetreten, aber bis zur Ablesungszeit wieder aufgelést worden 
ist. Es miBten da natiirlich zur Auflésung des Gerinnsels die 
giinstigsten Verhiltnisse vorhanden sein.) 


Zusammenfassung. 

x) Normalblut. 

Es wurde die zur Gerinnung notwendige minimale Blut-, 
CaCl,- und die zur Gerinnung ausreichende NaCl-Konzentration 
bestimmt, weiters die zur Gerinnung notwendige minimale Blut- 
konzentration bei gleicher und zur Gerinnung ausreichender 
CaCl,- und NaCl-Konzentration festgestellt. Dabei hat sich 
ergeben : 

a) Die zur Gerinnung notwendige minimale Blutkonzentration 
ist ca. 10 proz. 

b) Die zur Gerinnung notwendige minimale CaCl,-Konzen- 


tration bei einer Blutverdiinnung von 1 : 200 ist ca. 0,005 —0.006°,, 
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Bei héherer Blutkonzentration ist die zur Gerinnung notwendige 
minimale CaCl,-Konzentration niedriger, bei niederer Blutkonzen- 
tration hoher. 

c) Nebst einer 0,5 proz. Blut- und nebst 0,01 proz. CaCl,- 
Konzentration findet die Gerinnung bei einer NaCl-Konzentration 
von 0,2—0,6% statt. 

d) Bei 0,05°, CaCl,- und 0,5°,, NaCl-Gehalt ist die Verdiin- 
nungsgrenze des Blutes, bei welcher noch Gerinnung eintritt, 
ca. 1 : 800. 

Selbstverstindlich sind diese Werte keine absoluten Werte. 
Bekanntlich iiben auf die Gerinnung viele iuBere Faktoren einen 
bedeutenden EinfluB aus. Infolgedessen sind diese Werte von 
der angewendeten Methodik abhingig. Durch die Versuchsanord- 
nung B (Bestimmung der zur Gerinnung notwendigen minimalen 
CaCl,-Konzentration) ist es doch gelungen, an den verschiedenen 
Tagen ziemlich iibereinstimmende Werte zu erhalten (siehe Tab. IT). 

f) [kterus. 

Bei 2 Fallen von hochgradigem Ikterus waren bei der Ver- 
suchsanordnung B. die zur Gerinnung notwendigen minimalen 
CaCl,-Konzentrationswerte bedeutend héher als beim Normalblut. 
Bei 2 leichteren Ikterusfillen war bei der Versuchsanordnung D. 
die zur Gerinnung notwendige minimale Blutkonzentration etwas 
héher als bei dem Normalblut. Die Versuchsanordnungen waren 
also geeignet, die bekannte Herabsetzung der Gerinnungsfahigkeit 
des ikterischen Blutes anzuzeigen [Ubereinstimmung mit Pe- 
trens') Untersuchungen]. 

y) Lues. 

Bei den untersuchten Fallen von Lues II mit Erscheinungen 
und mit positiver WaR. war bei der Versuchsanordnung D. die 
zur Gerinnung notwendige minimale Blutkonzentration durch- 
schnittlich 1,62 mal niedriger als die des Normalblutes. Winter - 
nitz®) hat auf refraktometrischem Wege festgestellt, daB die 
Fibrinogenmenge des luetischen Blutes vermehrt ist. Er hat aus 
der Priifung der Refraktionsfihigkeit des Serums und des Hirudin- 
plasmas deren Eiwei®gehalt in Prozentzahlen ausgerechnet und 
angenommen, daB die Differenz dem Fibrinogengehalt entspricht. 
Er ist zu folgenden Durchschnittsresultaten gekommen: 

1) G. Petren, Bruns Beitr. z. klin. Chirurg. 120, 43. 1920. 

2) A. Winternitz, Arch. f. Dermatol. u. Syphilis, Orig. 101. 1910. 
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Serum Plasma Fibrinogen 


Oo oO 
Oo Oo 


| a ee ae | 8,53 0,46 
Il. Inkubationsstadium . . . 8,64 9,15 0,50 
Lues papulosa. ..... . 8,92 9,62 0,7 

Wenn ich nun 0,7 durch 0,46 dividiere, erhalte ich die Zahl 1,54. 
Der von Winternitz festgestellte Durchschnittswert der Fibrino- 
genvermehruug des luetischen Blutes stimmt mit dem oben aus- 
gerechneten Durchschnittswert der Erhéhung der Gerinnungs- 
fihigkeit des luetischen Blutes ziemlich tiberein. Die Versuchs- 
anordnung D. (auch die Versuchsanordnung B. bei einer Blut- 
verdiinrtung von 1 : 600) ist geeignet, die Vermehrung des Fibrino- 
gengehaltes des luischen Blutes anzuzeigen. 

6) SchluBfolgerung: 

Bekanntlich tiben die Temperatur, Adhision, Beimischung 
von Gewebssiiften, folglich die Dauer der Blutentnahme, Form, 
Stoff, GroBe des GefaBes urd der Nadel usw. auf die Gerinnungs- 
vorginge groBen KinfluB aus. Doch sprechen die obigen Resultate 
dafiir, daB bei genauer, gleicher Einstellung dieser stérenden 
iuBeren Faktoren die obigen Versuchsanordnungen als Methoden 
zwecks Bestimmung der Gerinnungsfihigkeit des Blutes dienen 
kénnten. Diesbeziiglich kommen folgende Verbesserungsméglich- 


keiten der Methodik in Betracht: Das Konstruieren einer Ver- 


diinnungsspritze, mittels welcher das Blut sogleich bei der Ent- 


nahme in der entsprechenden Weise verdiinnt werden kénnte. 
Weiters das Ablaufenlassen der Reaktion im Thermostaten. 
Kine solche Methode wire exakter als die zeitbestimmenden 
Methoden, die bekanntlich nur iiber die Geschwindigkeit des 
Gerinnungsvorganges berichten. AuBerdem kénnte man dadurch 
die Verinderungen der einzelnen Gerinnungsfaktoren anzeigen. 
So glaube ich, aus dem Bisherigen annehmen zu kénnen, da die 
Versuchsanordnung D. die Verainderungen des Fibrinogenfaktors 
die Versuchsanordnung B. (nebst Blutverdiinnung | : 200) dagegen 
mehr die Verinderungen des Thrombinfaktors nachzuweisen 


geeignet wiire. 





Uber die Analyse einer Volumkurve von Blutkérperchen 
in hypertonischen Lésungen, welche zugleich die Differen- 


zierung von osmotischen und kolloidehemischen Volum- 
anderungen ermdglicht. 


Von 


Takeo Takei (Osaka, Japan). 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1921.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Die physiko-chemische Beeinflussung der roten Kérperchen 
durch ihre Suspensionsmedien, wie sie in der experimentellen 
Physiologie, Pharmakologie und Immunititslehre verwendet 
werden, ist ein wichtiges Thema, das speziell in der _Immunitiits- 
lehre nicht immer geniigend beriicksichtigt wurde. Ist es doch 
einleuchtend, daB eine pharmakologische oder immunologische 
Beeinflussung der Kérperchen sich immer mit der Wirkung des 
Suspensionsmediums an sich summieren wird und dab viele 
dergleichen Agenzien in ihrer Wirkung ganz von der Zusammen- 
setzung dieses Mediums abhingig sind. 

Ein paar Beispiele mégen diese Erwigung erlaiutern. 

1. Es ist in der letzten Zeit bekannt geworden, daB das 
Waschen der Koérperchen mit reiner Kochsalzlésung die osmotische 
Resistenz dieser Kérperchen betrichtlich erniedrigt, weil diese 
Lésung ein verfliissigendes Effekt auf die Oberflaichenkolloide 
hat'). In der sog. aquilibrierten Salzlésung mit physiologischer 
Wasserstoffionenkonzentration und Calciumionenkonzentration?) 
wird aber die Resistenz erheblich erhéht, weil das hamolytische 


Blutlecithin von der Kérperchenoberfliche abgespiilt wird. 


1) Brinkman und van Dan, diese Zeitschr. 108, 35. 1920. 
2) Brinkman, diese Zeitschr. 95, 101. 1919. 
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2. Seit den Untersuchungen von H. Buchner, Ferrata, 
Sachs und Teruuchi, Brand, Hecker usw.') ist es bekannt, 
daB das Komplement in salzfreier isotonischer Lésung nicht 
imstande ist, haimolytische Amboceptoren zu aktivieren. Diese 
Erscheinung der Komplementinaktivierung ist eingehend ana- 
lysiert worden und hat zu der Spaltung des Komplementes in 
Mittelstiick (Globulinfraktion) und Endstiick (Albuminfraktion) 
geleitet. Guggenheimer?) stellte nun fest, daB Kérperchen, 
welche in Rohrzuckerlésung gewaschen wurden, schon mit dem 
Mittelstiick beladen und dadurch persensibilisiert sich zeigten, 
d. h. durch Endstiick allein haimolysierten. Andererseits haben 
Brinkman und van Dam?) gefunden, daB Korperchen in Rohr- 
zuckerlésung ihre Lecithinhiille behalten und diese nicht, wie bei 
der Auswaschung in Salzlésung, verlieren. 

Ein weiteres Beispiel dieses differenten Verhaltens der 
Kérperchen in Salzlésung und in Zuckerlésung findet man bei 
der Kobragifthimolyse. Bang?*) zeigte, daB Kérperchen in Salz- 
lésung nur durch Kobragift hamolysierten, wenn dieser Lésung 
Lecithin zugesetzt wurde. In Zuckerlésung himolysierten die 
Korperchen auch ohne Lecithinzufiigung, offenbar dadurch, daB in 
Zuckerlésung die Kérperchenihre eigene Lecithinhiille noch besitzen. 

3. Als Ursache der von Hamburger®) und spiater auch von 
anderen beschriebene Tatsache, daB die bikonkaven Blutkérper- 
chen in Salzlésung tiber Stechapfelform die Kugelform annehmen. 
fanden Brinkman und van Dam*) eine elektrische Umladung 
der Blutkérperchen, welche von dem mittels Reibung geladenen 
Objektglase herriihrte. Im Serum erleidet das Blutkérperchen 
von dieser Ladung keinen Einflu8, in der Salzlésung wird aber 
die isolierende Korperchenhiille ausgespiilt. Die Substanz, welche 
dieser adsorbierten Schicht ihre Eigenschaften gibt, ist das 
Cholesterin, das von dem an der Kérperchenoberfliche adsorbierten 


Lecithin in kolloidaler Lésung gehalten wird. 


1) Landsteiner, Handbuch der Biochemie Bd. II (1), 8. 395. 

2) Guggenheimer, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. exp. Therap. 
8, 295. 1911. 

3) Brinkman und van Dan, lI. c. 

4) Bang, Ergebn. d. Physiol. 8, 463. 1909. 

5) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre Bd. I, 8. 199 
bis 200. 


6) Brinkman und van Dam, diese Zeitschr. 108, 52. 1920. 
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4. SchlieBlich sei noch an die Agglutination der Erythrocyten 


in Rohrzuckerlésung oder Glucoselésung erinnert. Diese wurde 
von vielen Untersuchern in hohem Grade gefunden, von anderen 
Forschern aber gar nicht beobachtet. Die Ursache dieses diffe- 
renten Verhaltens ist die geringe Konstanz der Wasserstoffionen- 
konzentration der Anelektrolytlésung. Es wurde von Radsma!) 
nachgewiesen, das jede Kérperchenart bei einer bestimmten [H’] 
agglutiniert in Zuckerlésung, und daB der isoelektrische Punkt 


fiir jede Korperchenart etwas verschieden ist. 


Es ist nun seit den Untersuchungen von Hedin?) u. a. und 
in neuester Zeit von Ege*) bekannt geworden, daB das Kérperchen- 
volum in isoosmotischen Lésungen nicht das gleiche zu sein 
braucht. 2 Theorien sind es, welche in der Erklarung dieses Medium- 
einflusses auf das Kérperchenvolum um den Vorrang streiten, 
die osmotische und die kolloidchemische Theorie. 

Die klassische osmotische Theorie erfordert die Existenz einer 
relativ semipermeablen K6érperchenmembran und ist also innig 
zusammengewoben mit den Permeabilitatstheorien, welche doch 
schlieBlich alle auf kolloidchemischer Basis stehen miissen. Die 
rein kolloidchemische Auffassung will die Annahme dieser Mem- 
bran nicht machen und die Erscheinungen der Voluminderung 
und Himolyse direkt auf Quellung und Adsorption beziehen. 

Nun ist in letzterer Zeit die Existenz einer speziell differen- 
zierten, durch Oberflachenkondensation entstandenen Kérperchen- 
hiille wohl sehr wahrscheinlich geworden, und damit ist die osmo- 
tische Theorie noch besser fundiert worden. 

Zumal fiir diejenigen Erscheinungen der Voluminderung, 
welche in kurzer Zeit sich abspielen, wird die initiale osmotische 
Druckdifferenz wichtig sein; wenn aber die Kérperchen lingere 
Zeit in Versuchsmedien verweilen, wird immer wieder die kolloid- 
chemische Beeinflussung zutage treten, wie das seit Hébers‘) 
grundlegenden Experimenten bekannt worden ist. Wenn man 
also osmotischen und kolloidchemischen EinfluB auf die K6rper- 
chen in einem und demselben Augenblick, jeden fiir sich, bestimmen 


1) Radsma, Arch. néerland. de physiol. 3, 365. 1919. 

*) Hedin, Skandinav. Arch. f. Physiol. 5, 1. 1895. 

3) Ege, diese Zeitschr. 115, 109 u. 175. 1921. 

4) Héber, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 134, 311. 1910. 
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will, so muB die Methode der Kérperchenuntersuchung eine grobe 
Genauigkeit besitzen [wie das z. B. bei der Analyse der osmotischen 
Resistenz durch Brinkman und van Dam!) der Fall war], oder 
miissen beide Faktoren in ihrer Wirkungsstirke vergr6Bert werden. 

Diese letzgenannte Bedingung meinten wir erfiillen zu kénnen 
durch die Untersuchung des Kérperchenvolums in stark hyper- 
tonischer Lésung. In dieser Weise doch waren osmotische und 
kolloidchemische Faktoren so sehr intensivisiert, daB ihre Wirkung 
auf das Kérperchenvolum gleichzeitig und fast augenblicklich 
analysiert werden konnte. Vor allem ist diese momentane Unter- 
suchungsmethode auch wertvoll, weil in dieser Weise die kompli- 
zierenden Permeabilititsinderungen auf den zweiten Platz ge- 
draingt werden. Es ist die initiale Osmose bzw. Elektroendosmose*), 
welche hier primir wichtig ist. Lingeres Verweilen in der Ver- 
suchslésung, wie das z. B. bei Eges Experimenten der Fall war, 


macht die Erscheinungen schon viel komplizierter. 


II. Das Koérperchenvolum in Glucoselésungen und in Salzlésungen. 

Lingeres Verweilen von Blutkérperchen in reinen Glucose- 
lésungen (z. B. linger als eine Stunde) gibt AnlaB zu tiefgreifenden 
Anderungen: die Kérperchenhiille wird modifiziert und auBer- 
ordentlich empfindlich fiir Anderungen der [H"]’), Agglutination 
und Himolyse kénnen bald eintreten. Die Ionenpermeabilitit 
ist stark erhéht (siehe unten 8.117). Die normal bestehende 
Permeabilitat der Kérperchen fiir Glucose ist nicht nachzuweisen 4) ; 
untersucht man aber Kérperchen in fquilibrierter Salzlésung, in 
der das Kochsalz durch Glucose substituiert wurde, so ist das 
Sestehen dieser Permeabilitét unzweideutig nachzuweisen®). 

Die schnellere Untersuchung des Kérperchenvolums in Glucose- 
lésung schaltet aber alle diese Komplikationen aus; hier ist nur 
die initialosmotische Wasserentziehung maBgebend. 

Die Methodik war folgende: 

Hypertonische Rohrzuckerlésungen sind zur Untersuchung des Kér- 
perchenvolums ungeeignet, weil ihr spezifisches Gewicht so hoch wird, daB 
') Brinkman und van Dam, diese Zeitschr. 108, 66. 1920. 

*) S. Jacques Loeb, Journ. of gen. physiol. 1, 717. 1919; auch 
Science 53, 77. 1921. 

3) Radsma, l. ec. 
4) Ege, l. ec. 


5) Brinkman u. van Dam, Arch. internat. de physiol. 15, 105. 1919. 
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die Kérperchen nicht mehr gut auszentrifugiert werden kénnen. Wir 
haben uns deshalb zur Untersuchung des Kérperchenvolums in Glucose- 
l6sungen beschranken miissen. 

Es wurde gearbeitet mit defibriniertem Kaninchen- und Menschen- 
blut; 0,08 cem frisches Blut wurde in Hamburgerschen Chonohiimato- 
kriten, welche vorher mit 1 ccm Glucoselésung beschickt worden waren, 
gefiigt und gut gemischt und ay 
15 Minuten sich selbst iiber- yy rebae 
lassen. Dann wurde zentrifu- 
giert biszum konstanten Volum, 
was besonders bei konzentrier- 
ter Lésung mindestens eine 
Stunde dauern muB. Immer 
wurden Doppelbestimmungen 
gemacht. 

Die verwendeten Glucose- 
lésungen wurden vor dem Ge- wseed 
brauch immer mit ein wenig {N 
Natriumbicarbonat genau neu- ors 
tralisiert (Kontrolle mit Neutral- 
rot, [H'] = 0,45: 10~‘). Die Re- 
sultate der Bestimmung sind in 


10 


Tabelle I zusammengestellt. Das 


09 


Koérperchenvolum wurde immer 


Log. a. Gilukosekonz. 


auf ein Normalvolum (im eignen 


Volumkurve in Glukose-Lésungen. 


08 


Plasma) von 100 umgerechnet. 


Man ersieht aus der Ta- 


Kurve IL. 


belle, da das Kérperchen- 
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volum in hypotonischen, isotonischen und leicht hypertonischen 
Lésungen regelmafBig kleiner wird bis zu einer sehr konstanten 
Glucosekonzentration. Von dieser Konzentration an wird das 
K6rperchenvolum nicht mehr allmihlich kleiner, sondern es ver- 
gréBert sich plétzlich wieder, so da8 in den nichsten hypertonischen 
Konzentrationen ein Kérperchenvolum erreicht wird, das nur sehr 
wenig kleiner ist als das Volum in istonischer Glucoselésung oder 
auch als das Normalvolumen der Ké6rperchen. 
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Diese Erscheinung der plétzlichen VolumvergréBerung der 
Kérperchen sobald ein gewisser Grad der Hypertonie erreicht 
wird (osmotischer Druck der hypertonischen Lésung 4 mal so groB 
wie der physiologische osmotische Druck des Plasmas), haben 
wir immer wieder beobachten kénnen, und stellt ein sehr kon- 
stantes Phinomen dar. Die beigefiigten Kurven (Kurventafel I) 


geben ein deutliches Bild dieser Tatsachen. 
Um die Ursache dieser plétzlichen Volumzunahme auf die 


Spur zu kommen, haben wir erstens untersuchen wollen, inwieweit 


sich diese Erscheinung verallgemeinern laBt, m. a. W. ob sie nicht 
nur in hypertonischen Glucoselésungen, sondern auch in hyper- 
tonischen Salzlésungen gefunden werden kann. Dazu_ unter- 


Tabelle Ila. 
Chloridsalzlésungen isosmotisch mit Glucoselésungen in Prozenten. 
Nummer 
der Lésungen Glucose NaCl K¢ Rb€l LiCl 2 aq 
I. 4,2 0,9 52 1,9 
IT. 10,0 2,0 2,6 4,1 
III, 15,0 3,4 

IV. 17,5 3,8 4,9 7,9 
y, 19,2 4,2 5,4 8,7 
21,0 4,6 5,9 9,5 

23,0 5,0 6,4 

25,0 5,4 6,9 

30,0 6,5 8,3 

40,0 8,7 9,4 

50,0 10,0 — 


— — 
Sm WsInArnin pho — 
cs wah ® = & xu ts 


> 
~1 +I] 


Tabelle IIb. 
Sulfatsalzlésungen isosmotisch mit NaCl-Lésungen in Prozenten. 
Nummer 
der Lésungen NaCl K,SO, Rb,SO, (Cs,S8O, Li,SO,aq 
i 0,9 2,0 3,0 4,2 1,5 
II. 2,0 4,5 6,8 9,3 3,: 
IIT. 3,4 7,6 11,6 15,8 5,6 
IV. 3,8 8,5 13,0 17,6 6,2 
i 4,2 9,4 14,4 19,5 6,9 
VI. 4,6 10,3 15,7 21,4 7,6 
5,0 11,2 17,1 23,2 8,2 
5,4 12,0 18,5 25,1 8,9 
6,5 _ 22,2 30,2 10,7 
8,7 — 29,8 40,4 14,3 
10,0 -- 34,2 46,4 16,4 
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suchten wir das Kérperchenvolum in Kochsalzlésungen und, zurVer- 
gleichung des kolloidchemischen Loneneinflusses, auch in Losungen 
der Alkalisulfate. Die Resultate findet man in Tabelle IIL und LV. 

Die verwendeten Konzentrationen der Chloride und Sulfate 
sind mit Hilfe der isotonischen Koeffizienten aus den Konzentra- 
tionen der Glucoselésungen (s. Tabelle 1) berechnet worden. 

Tabelle If(a und b) gibt eine Ubersicht der isoosmotischen 
Glucose- und Salzlésungen; Tabelle III gibt das Volum in Chlorid- 
lésungen, Tabelle IV das Volum in Sulfatlésungen. 


Tabelle III. 
Relatives K6rperchenvolumen in Chloridsalzlésungen. 
S. H. Spur-Hiamolyse, d. H. deutliche Hamolyse. 
Nummer 
der Lésungen') NaCl KCl RbCl LiCl 2 aq 
i. 101,2 100,0 97,0 97.8 
Il. 74,4 12,2 78,4 77,7 
Ill. 68,4 
IV. 65,1 60,6 64,9 67,4 
£ 60,6 63,4 67,4S.H. 
VI. 38,4.8.H. 83,8 8.H. 74,6S.H. 78,3 d.H. 
VIL. 23, 86,9 ,, 80.6 .. 931 .. 
VILL. 94, 86,9 ,, 81,3 
IX. 100,0 d.H. 87,6 ,, 88,8 
X. 89,2 ,, 88,9 ,, 8 
xi. 89,2 ,, d.H. S 


pS 87,5 


78,3 


d.H. 


” ” 


3 
3 


Tabelle IV. 
Relatives Kérperchenvolumen in Sulfatsalzlésungen. 
Nummer 

der Lésungen K,SO, Rb, SO, Cs,SO, Li,SO, aq 

I. 99,5 100,0 96,5 97,7 

II. 67,9 70,8 67,4 86,0 

Il. 67,9 70,8 66,3 69,8 

IV. 67,4 69,7 65,1 69,8 

, 67,4 69,7 69,8 65,0 
VI. 76,6 75,8 88,4 77,3 
Vil. Tiy4 83,7 82,0 
VIII. 90,8 89,3 85,5 
IX. — 97,8 83,7 
X. 81,4 

Keine Himolyse. 


1) Die Zusammensetzungen der Lésungen I—XI sind in Tabellen Ila 
und IIb wiedergegeben worden. 
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Fassen wir nun die bisher erreichten Ergebnisse zusammen, 
so ergibt sich qualitativ und auch quantitativ eine weitgehende 
Ubereinstimmung in dem Einflusse auf das Kérperchenvolum 
der Glucoselésungen, Alkalichlorid- und Alkalisulfatlésungen. 

Betrachtet man die Kurven der Volumina in Glucoselésungen 
(Kurve I), so sieht man, da von der isotonischen Lésung an das 
Korperchenvolum ziemlich genau proportional der Glucose- 
konzentrationszunahme abnimmt, bis in der Konzentration von 
18—20°,, Glucose das Minimalvolumen erreicht wird. In diesem 
Konzentrationsgebiete ist allem Anschein nach das Kérperchen- 
volum ausschlieBlich von osmotischen Druckdifferenzen — be- 
herrscht. 

Nimmt aber die Glucosekonzentration des Suspensions- 
mediums iiber 18°, Glucose allmiahlich zu, so erfolgt keine weitere 
Volumabnahme, sondern fingt das Volumen sehr bald an, schnell 
und betrachtlich zuzunehmen, bis ein Volum erreicht ist, das nur 
wenig kleiner ist als das Normalvolumen; in Lésungen, welche 
iiber 25°, Glucose enthalten, tritt eine immer stiirker werdende 
Himolyse ein. 

Menschen- und Kaninchenblutkérperchen benehmen sich in 


dieser Hinsicht in genau gleicher Weise. 


Dieselben Erscheinungen wurden nun auch in Lésungen 
von Alkalichloriden, welche alle mit den verwendeten Glucose- 
lésungen isoosmotisch waren, beobachtet. 

Auch hier findet man in dem Gebiete von Isotonie (also 
ungefihr 0,9°% NaCl, 1,2°, KCl, 1,9% RbCl, 1,2% LiCl- 2 aq) 
zu einem sehr bestimmten Grade von Hypertonie eine Volum- 
abnahme, welche ganz gut der osmotischen Drucksteigerung 
entspricht. Bei einer hypertonischen Konzentration aber von 
4,2°,, NaCl, oder auch von 5,4°% KCl, 8,7% RbCl oder 5,6% 
LiCl-2aq wird das Minimalvolumen erreicht, und bei etwas 
héheren Konzentrationen erfolgt wieder dieselbe plétzliche 
Volumzunahme bis zu einem Volum, das dem Normalvolumen 
nur wenig unterliegt. Hier tritt auch schon leichte Himolyse ein, 
die bei héheren Salzkonzentrationen immer starker wird. Eine 
Ubersicht von diesen Erscheinungen gibt auch Kurve II. 

Zur Vergleichung haben wir nun auch die Volumbestimmung 


in Lésungen von Alkalisulfaten ausgefiihrt. 
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Die gewihlten Konzentrationen waren nicht direkt aquivalent 
mit den verwendeten Alkalichloridkonzentrationen, sondern 
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Kurve II, Volumkurven in Alkalichloridlésungen. (Vgl. Tab. IIa u. IIL) 


wurden berechnet unter Beriicksichtigung der _ isotonischen 
Koeffizienten nach de Vries, ganz wie es auch in den klassischen 
Versuchen Hamburgers iiber Anfangshimolyse in hypotonischen 
Lésungen geschah, z. B.: 
"7 ee “ rf 
Nac 0.9% = 44 a 0,9 _ 490 K.SO, . 
08,0 

Es zeigten sich auch hier wieder genau dieselben Volum- 
anderungen in hypertonischen Lésungen, wie sie auch in Lésungen 
von Glucose und Alkalichloriden gefunden wurden. 

(Das Na,SO,:+10aq war wegen seiner relativ geringen Lés- 


lichkeit zu diesen Untersuchungen ungeeignet.) 
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Kurve IIf. Volumkurven in Alkalisulfatidsungen. (Vgl. Tab. ILb u. IV.) 
Vergleicht man nun die Gefrierpunktserniedrigungen der- 
jenigen Lésungen, in welchen das Minimalvolumen erreicht wurde, 
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so fanden wir in 
Glucose 18%. Gt eae 1,970 
er 2,093 
Ba, 05%. +... > 4 2,120 

Es zeigte sich also eine ganz gute Ubereinstimmung im osmo- 
tischen Druck dieser Lésungen von Substanzen, welche doch in 
kolloidchemischer Hinsicht ganz verschiedene Einfliisse haben 
sollten. 

Wir kénnen also schon aus diesem Befund nach Hamburgers 
Vorgehen mit groBer Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB die initiale 
Volumabnahme der Kérperchen in hypertonischen Lésungen, 
welche man in Lésungen findet, deren osmotischer Druck bis auf 
das 4fache des osmotischen Serumdruckes gesteigert' wird, fast 
ausschlieBlich auf direkt osmotischer Wasserentziehung beruht 
und nicht durch kolloidchemische Vorginge beherrscht wird. 

Man wiirde gegen die obengenannten Versuchsreihen, welche 
auf die primaire Bedeutung der osmotischen Wasserentziehung 
hinweisen, noch den Einwand erheben kénnen, da die Kérperchen- 
untersuchung immer in Lésungen geschah, welche kein physio- 
logisch aquilibriertes Ionensystem enthielten. Ist es doch aus 
zahlreichen Untersuchungen bekannt geworden, daB fiir die Erhal- 
tung der normalen Dispersitit (Viscositiit, Oberflichenspannung, 
Quellungsgrad) der K6rperchenkolloide die Anwesenheit eines 
genau Aquilibrierten Ionensystems durchaus notwendig ist. 

Wir untersuchten deshalb die Kérperchen in einer Lésung 
folgender Zusammensetzung: NaCl 0,7°%, NaHCO, 0,2%, KCl 
0,02%, CaCl, -6aq 0,02%, [H'] = 0,45-10~%. 

Diese equilibrierte Salzlésung ist fast isotonisch mit einer 


4 proz. Glucoselésung, sodaB, wenn zur Erzielung der erforderten 


Hypertonie Glucose zu dieser Lésung zugesetzt wird, eine solche 
Salzlésung + z. B. 6%, Glucose isoosmotisch ist mit einer 10 proz. 
Glucoselésung. 

Es wurden nun equilibrierte Salzlésungen mit immer gr6Ber 
werdenden Mengen Glucoselésung versetzt und dann in der be- 
kannten Weise darin das Kérperchenvolum bestimmt. Die Er- 
gebnisse sind in Tabelle V zusammengefaBt. 

Auch aus dieser Tabelle ersieht man wieder,»daB das Minimal- 
volumen erreicht wird in einer Lésung, welche mit einer 18- bis 
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Tabelle V. 

Nummer Glucose in 100cem Relatives Koérperchen- 
der Lésungen Ringerlésung volumen 

r: 6 ¢ 82,4 
Il. ‘?... 69,4 
IIT. ia. 67.6 
IV. 16 ,, 78,8 
; Is, 82,9 
VI. 19 ,, 83.5 
20; 85,3 
ah «s 87,4 
26 ,, 87,4 
BO 35 ea? 


S. H. Spur-Hamolyse. 


8. H 


20 proz. Glucoselésung isoosmotisch ist. In stirker konzentrierten 
Lésungen findet man wieder genau dieselbe Volumzunahme, 
welche in den vorigen Lésungen beschrieben wurde. 


Noch mehr einwandfrei sind Versuche, in denen die Kérper- 


chen in ihrem eigenen Serum untersucht wurden, denn hier ist 
nicht nur die lonenbalancierung, sondern auch die kolloidchemische 
Balancierung physiologisch. Deshalb untersuchten wir Kérperchen 


in Serum, worin Hypertonie erzielt wurde, durch Zufiigung von 


kleinen Mengen einer stark konzentrierten Glucoselésung; es 
kamen 0,08 ccm Blut auf 1 cem hypertonischer Glucose-Serum- 
lésung. In diesen Versuchen wurde mit defibriniertem Rinderblut 
gearbeitet. Die Resultate ersieht man aus Tabelle VI. 


Tabelle VI. 
Nummer Glucose in 100ccm Relatives Kérperchen- 
der Lésungen Serum volumen 
L 6¢g 
II. 1} 
III. 13 
ay. 16 
f 18 
va 19 ,, 
VIL. 20, 
VIL. 21, 87,5 
IX. 26 ,, 88,1 
a. 36 ,, 88,1 


” 
” 


Die Ergebnisse stimmen wieder weitgehend tiberein mit 
den schon mitgeteilten Versuchen; das Minimalvolum wird wieder 


Q* 











116 T. Takei: Analyse einer Volumkurve 


in derjenigen Lésung gefunden, welche isoosmotisch ist mit einer 
18—20 proz. Glucoselésung. 

Ks ist aber noch darauf aufmerksam zu machen, daB in stiirker 
konzentrierten Lésungen die Volumzunahme nicht so betrichtlich 
ist wie es in den kolloidfreien Lésungen beobachtet wurde. Weiter 
bleibt auch das Volum in stirker konzentrierten Lésungen fast 
konstant und ist auch keine Himolyse zu verspiiren, wie es in 
stark konzentrierten Zucker- und Salzlésungen wohl immer der 
Fall war. Auf die Bedeutung dieser letzten Tatsachen miissen 


wir spiter zuriickkommen (S. 122). 
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Kurve IV. Volumkurven in Glukose-Ringer und in Glukose-Serum. (Vgl. Tab. V u. VI.) 
Wenn man, wie es oben auch fiir Salz- und Zuckerlésungen 

gemacht wurde, nun wieder den Gefrierpunkt derjenigen aquili- 

brierten Salzlésung oder des hypertonischen Serums bestimmt, 


in denen das Minimalvolum auftrat, so finden wir wieder: 


00; 
07! 


~ 


Eq. Salzlésung + 149, Glucose .. A 
Serum + 14% Glucose ...... 4 


bo bo 


Aus diesen Untersuchungen kénnen wir also mit Sicherheit 
schlieBen, daB fiir die Wasserentziehung der Kérperchen in hyper- 
tonischen Medien, bis zu einer auf das 4fache der normalen Isotonie 
gesteigerten Hypertonie nur der osmotische Druck der Versuchs- 
losung maBgebend ist, und daB etwaige kolloidchemische Einfliisse 


bei diesen initialen Prozessen vollig auszuschlieBen sind. 


Ill. Die Ursache der Volumzunahme von Blutkérperchen in Sus- 
pensionsfliissigkeiten mit auf das Vierfache der normalen Isotonie 
gesteigertem osmotischen Druck. 


In den oben beschriebenen Versuchen wurde festgestellt, daB 
die plétzliche Volumzunahme der Kérperchen immer bei einem 
und demselben osmotischen Druck der Lésung stattfindet, 
welcher Art auch die geléste Substanz sein mége. Die Volum- 
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zunahme der Kérperchen geschieht also, wenn dem 
Kérperchen eine bestimmte Menge Wasser entzogen 
worden ist. Zur Erklarung dieser interessanten Tatsache 
kénnten wir die folgende Hypothese aufstellen. 

Die groBe Konstanz der Abhangigkeit von Kérperchenvolum- 
zunahme und maximaler Wasserentziehung weist auf die Bedeu- 
tung des Kérpercheninhaltes hin, denn die Konzentrierung dieses 
Inhaltes ist das einzige, was die Kérperchen in den verschiedenen 
hypertonischen Lésungen gemeinsam haben. Man kénnte nun 
folgende 2 Voraussetzungen machen: Erstens wire es mdglich, 
daB durch die erhebliche Konzentrierung des Kérpercheninhaltes, 
speziell der Innensalze, eine plétzliche absolute Permeabilitat 
der K6érperchenmembran eintrat. Osmotische Druckdifferenzen 
kénnten dann nicht mehr bestehen und das Kérperchenvolum 
wiirde sich in den stark hypertonischen Lésungen nicht weiter 
verkleinern. Diese Annahme kénnte wohl erkliren, daB das 
K6rperchenvolum nicht mehr kleiner wurde, aber nicht, daB es 
sich wieder erheblich vergréBert, wie das doch tatsiichlich der 
Fall ist. 

Zweitens kénnte man sich vorstellen, da durch die stirkere 
Konzentrierung der Innensalze die Viscositat des Kérperchen- 
inhalts oder dessen Quellungsdruck ziemlich schnell so grof wurde, 
daB eine Volumzunahme entgegen dem osmotischen Druckgefille 
resultierte, daB also die Volumzunahme verursacht wurde durch 
eine Steigerung des kolloidchemisch gebundenen Kérperchen- 
wassers. 

Um zwischen diesen beiden Auffassungen unterscheiden zu 
kénnen, haben wir erst die Ionenpermeabilitat der Kérperchen 
in konzentrierteren Zuckerlésungen untersucht. Wir kénnten 
das leicht machen durch die Bestimmung der elektrischen Leit- 
fihigkeit von Kérperchensuspensionen in konzentrierten Zucker- 


lésungen. Das Resultat ist in Tabelle VII zu ersehen. 


Tabelle VIL. 
2 a) eo c > . aT) 
Relatives Kérperchen- 1315 1167 100.0 883 573 563 55,7 504 646 875 
volumen 
Glucoselésungen in % 25 3,0 4.0 709 #%1100 60 WO 20 22.0 25,0 
Elektrisches Leit- 8 
vermogen (in 10-5 Q) 





439 3,289 3309 4957 6343 7,709 8,742 9425 1177 14,712 


Die Methodik war folgende : Friscies defibriniertes Kaninchen- 


blut wurde mit 4,2 proz.Glucoselésung schnell 3 mal ausgewaschen, 
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bis die Chlorreaktion ganz verschwunden war. Die Kérperchen- 


konzentration wurde dann wieder der urspriinglichen Normalkon- 
zentration gleichgemacht. Von diesem Gemische wurden je 0,5 cem 
zu 5cem der Glucoselésungen zugefiigt und dann die Leitfahig- 
keit dieser Suspensionen in GefiBe nach Hamburger bestimmt. 

Nach halbstiindigem Verweilen hatte sich die Leitfahigkeit 
dieser Glucosesuspensionen nur wenig geaindert ; wenn die Koérper- 
chen aber 1!/, Stunde in den Lésungen verweilt hatten, zeigte sich 
eine bedeutende Zunahme der Leitfahigkeit, welche aber nicht 
plotzlich bei der bekannten Konzentration von 18—20°, Glucose 
sich zeigte, sondern allmihlich und proportional der steigenden 
Glucosekonzentration auftrat'). 

Das Auftreten dieser Ionenpermeabilitét kénnte also die 
beobachtete Volumzunahme nicht erklaren, da sie nicht plétzlich 
auftrat, sondern proportional der Glucosekonzentration, und weil 
sie sich erst nach 1]1/,stiindiger Einwirkung zeigte. 

Wir hatten dann also weiter zu untersuchen, inwieweit sich 
das Wasserbindungsvermégen der Kérperchenkolloide unter dem 
Einflu8 einer Konzentrierung der Koérpercheninnensalze andern 
konnte. Zur Messung des Quellungsvermégens der K6rperchen- 
kolloide benutzten wir ihre Viscositat. 

Direkte Untersuchungen iiber Viscositat der K6orperchen- 
kolloide sind uns nicht bekannt, wohl aber bestehen zahlreiche 
Untersuchungen von Koch?), Héber*), Handovsky*) u. A.°) 
welche den groBen Einflu8 von Ionen und Ionenkombinations- 
systemen auf die Viscositit einer der wichtigsten Bestandteile 
des Himochroms [Bohr®)], nimlich auf das Lecithin, darstellen. 

Zur Darstellung des kolloiden Kérpercheninhaltes benutzten 
wir die Methode Offringas’): 


') Bang zeigte schon friiher, daB die osmotische Resistenz der Korper- 
chen in 8proz. Rohrzuckerlésung gréBer wird, je linger die Kérperchen 
in der Lésung verweilen, durch die eintretende Ionenpermeabilitat. 

2) Koch und Mitarbeiter, S. Forbes und Keith, Phosphorus Com 
pounds in Animal Metabolism, Ohio Agricult. Station. Bull. n. 5. 1914. 

3) Héber, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 35. 1907. 

4) Handovsky, diese Zeitschr. 31, 32. 1907. 

5) S. Forbes und Keith, 1. ec. Neuschlosz, Pfliigers Arch. f. d. 
ges. Physiol. 18, 17, 40. 1920. 

6) Bohr, Handbuch der Physiol. Bd. I. 

7) Offringa, diese Zeitschr. 28, 112. 1910. 
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Das Blut wird 3 mal mit aquilibrierter Salzlésung gewaschen 
und dann die scharf abzentrifugierten K6érperchen mit gereinigtet 
Infusorienerde innig gemischt. Die Paste wird in gereinigte Watte 
eingehiillt und in der Buchnerschen Presse unter 300 Atmo- 
spharen ausgepreBt. Der PreBsaft wird durch Zentrifugieren 
ganz von Korperchen befreit. Die Viscositat dieser Kérperchen- 
kolloide wird mittelst dem Viscostalagnometer nach Traube 


gemessen bei genau konstanter Temperatur. 


Die Abhingigkeit der Viscositat des KérperchenpreBsaftes 


von der Konzentration der Innensalze laBt sich sehr deutlich durch 
Dialyse dieses PreBsaftes erweisen. 

KérperchenpreBsaft wurde in einer Extraktionshiilse, die 
mit Kollodium imprigniert worden war, gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. 

Die AusfluBzeit des Viscostalagnometers war fiir Wasser 
2 Min. 20 Sek. 

AusfluBzeit fiir undialysierten PreBsaft. . . 17 Min. 2 Sek. 
nach 20 Minuten Dialyse . .. 14 ., 49,2.., 

40) 3 3 op ae See 

60, et alan oe 

3,5stiindiger  ,, ea 

10 

5S 

24 a x Pee eee 

Etwaige Triibung oder Fallung war nicht eingetreten. 

Damit wir nun auch den EinfluB der Innensalzkonzentrierung 
auf die Viscositat des PreBsaftes untersuchen konnten, verfuhren 
wir in folgender Weise: 

Blutkérperchen des Kaninchens wurden einmal schnell in 
4,2 proz. Glucoselésung gewaschen und dann in gleichen Konzen- 
trationen suspendiert in Lésungen von 4,2°, Glucose, 15°, 
Glucose, 18°, Glucose und 21°,, Glucose. Die Kérperchen wurden 
in diesen Lésungen wihrend 10 Minuten sich selbst iiberlassen, 
dann abzentrifugiert und in der oben angegebenen Weise aus- 
gepreBt. Es zeigte sich nun, daB man von den Kérperchen aus 
i8 proz. Glucose und 21 proz. Glucose ungleich weniger PreBsaft 
bekommen konnte als von Kérperchen aus isotonischer Lésung, 
eine Erscheinung, die schon auf die vergréBerte Wasserbindung 


durch Kérperchenkolloide hinweist. Damit wir nun die Viscositat 
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der PreBsafte von Kérperchen aus den oben angegebenen hyper- 
tonischen Medien untereinander vergleichen konnten, war es 
notig, daB die Kolloidkonzentration aller PreBsifte die gleiche 
war. Deshalb fiigten wir zu den starkeren Konzentrationen 
soviel der entsprechenden Glucoselésungen, bis die Farbeintensitit 
aller PreBsafte die gleiche der Farbe des PreBsaftes der Kérperchen 
aus 21 proz. Glucoselésung war. 
Die Viscositiatsbestimmung zeigte dann folgendes: 


Min. Sek. 
1. AusfluBzeit v. KérperchenpreBsaft a. 4,2 proz. Glucoselés. 2 58,3 


2 ¥ * . RO ”» .» 
3. ¥e . ” so ee $9 * 17,6 
4. » - .” ei ”” ” 4 23,6 


Es war also durch die Konzentrierung der Innensalze in 
Lésungen tiber 18°, Glucose eine erhebliche Zunahme der Viscosi- 
tit entstanden: Die Auslaufszeit war bedeutend gréBer wie die 
normale. 

Zusammenfassend kénnen wir also schlieBen, daB die Volum- 
zunahme, welche man in Lésungen beobachtet, deren Hypertonie 
das 4fache der normalen Isotonie iiberschreitet, durch Quellung 
der Blutkérperchen entsteht. Ein intensiverer QuellungsprozeB 
leitet dann schlieBlich zur Himolyse. 

Als Analogon dieser K6rperchenquellung in stark hyper- 
tonischen Medien erinnere man sich an das klassische Beispiel 
Ludwigs: Eine gut getrocknete Schweinsblase, welche in sehr 
konzentrierter NaCl-Lésung eingetaucht wird, quillt unter Auf- 
nahme einer verdiinnten Salzlésung, wihrend Kochsalz aus- 
krystallisiert. 

Auch hier beim Blutkérperchen in einer Lésung mit geniigen- 
der Hypertonie wird der Quellungsdruck des Kérperchens so 
hoch, daB die osmotische Druckdifferenz direkt iiberwunden wird. 


IV. Uber die Reversibilitait der Kérperchenquellung in stark hyper- . 
tonischen Lésungen und iiber die Hiimolyse. 

Indem wir nun feststellten, daB die Volumzunahme von 
Koérperchen in hypertonischen Lésungen auf die Quellung des 
K6rpercheninhaltes beruht, wollten wir weiter versuchen, durch 
Verringerung der hypertonischen Mediumkonzentration wieder 
Entquellung zu erreichen. Die Verhiltnisse werden hier aber sehr 
kompliziert, weil der quellende Kérpercheninhalt ein sehr kom- 
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plexes Kolloid darstellt. Betrachten wir nur das Bohrsche 
Himochrom, also eine kolloide Hamoglobin-Lecithinverbindung, 
so sieht man in allen Versuchen, wo die Quellung etwas stirker 
wurde, Hiimolyse auftreten, also Spaltung des Hamochroms. 
Dadurch wird die Quellung nicht mehr meBbar. 

Bechhold sagt in seinem bekannten Buche') folgendes tiber 
die Himolyse in konzentrierter Neutralsalzlésung: ,,Solche Salz- 
lésungen, welche das Stroma entquellen ohne Hamoglobin zu 
koagulieren, werden Blutkérperchen himolysieren. In der Tat 
bewirkt konzentrierte Neutralsalzlésung Himolyse. Die Blut- 
farbstoffemulsion wird ausgepreBt . . .“* 

Diese Auffassung ist aber sicher nicht richtig, denn wie wir 
oben beschrieben, geht der Himolyse immer eine betrichtliche 
Quellung voran und ist von einer Auspressung durch Schrumpfung 
nicht die Rede. Auch mikroskopisch laBt sich diese initiale 
Quellung sehr leicht feststellen. 

Vielmehr wird der Vorgang mit der von M. H. Fischer?) 
beschriebenen Quellung des Carminfibrins tibereinstimmen; auch 
hier wurde das adsorbierte Carmin durch Quellung in Neutralsalz- 
lésung wieder frei. 

Es war nun fiir uns die Frage, ob wir die gequollenen K6érper- 
chenkolloide durch vorsichtige Verringerung des osmotischen 
AuBendruckes wieder entquellen konnten. Es zeigte sich, dai 
innerhalb des ,,osmotischen Gebietes‘ der Volumzunahme eine 
Reversion der Voluminderung sich gut herstellen lie}; daB aber, 
sobald Quellungsvorgiinge die Volumzunahme beherrschten, ein 
Versuch zur Entquellung durch Wasservermehrung des Ko6rper- 
cheninhalts unmittelbar Himolyse herbeifiihrte. 

Bringt man niimlich gewaschene Kérperchen von 5 proz 
Glucoselésung in 10 proz. Glucoselésung, so erfolgt eine Volun- 
abnahme von 66 auf 50 Himatokritstriche. Saugt man dann die 
10 proz. Glucoselésung ab und gieBt wieder 5 proz. Glucoselésung 
auf, so bekommen die Kérperchen wieder ein Volum von 66 und 
es tritt keine Himolyse ein. Macht man aber dasselbe in Losungen 
von 17- und 20 proz. Glucose, so erfolgt beim Mediumaustausch 
unmittelbar starke Himolyse. Man konnte sich folgende Er- 


klarung denken: Kérperchen in 21 proz. Glucoselésung enthalten 


1) Bechhold, Kolloide in Biologie und Medizin. 2. Aufl., S. 332. 
2) M. H. Fischer, Das Odem. Dresden 1911. 
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nur eine sehr kleine Menge freies Wasser. Und eine minimale 
Zunahme der Quellung auf Kosten des freien Kérperchenwassers 
wird die Konzentration der freigelésten Innensalze so sehr er- 
héhen, daB unmittelbar Mediumwasser angezogen wird zum Kon- 
zentrationsausgleich. Das Quellungswasser mu also indirekt 
vom Medium geliefert werden und Gleichgewicht wird erreicht, 
wenn Quellungsdruck der K6érperchenkolloide und osmotischer 
Druck des Mediums einander aufheben. Wird der osmotische 
Druck des Mediums nun ploétzlich verringert, so wird die Quellung 
zunehmen, bis schlieBlich Himolyse eintritt. 

Wenn aber auch im Suspensionsmedium das Wasser nicht 
mehr frei, sondern in kolloidaler Bindung anwesend ist, wird 
sich zu der osmotischen Wasseranziehung des Mediums noch der 
Quellungsdruck des Mediums fiigen. Das ist eben der Fall, wenn 
K6érperchen in mittelst Glucosekonzentrationen hypertonisch ge- 
machtem Serum untersucht werden. Wir haben oben (S. 115) 
schon vermeldet, daB Korperchen, welche in hypertonisches 
Glucoseserum in kleinen Konzentrationen suspendiert werden, 
nur wenig und nur bis zu einem bestimmten Volum quellen. 
Viel deutlicher wird diese Erscheinung noch, wenn man die Glucose- 


mengen direkt zu dem Plasma zusetzt und die K6érperchen in 


urspriinglicher Blutkonzentration untersucht, weil dann die 


relative Menge freies Wasser sehr viel kleiner wird. Die folgende 
Tabelle gibt eine Ubersicht iiber das Verhalten der Kérperchen 


in Blut, das mit Glucose hypertonisch gemacht wurde. 


Tabelle VIII. 


Zum Serum gesetzte Relatives Kérperchen- 
Glucose in Prozenten volumen 
15 74,0 
16 71,0 
17 71,0 
18 70,5 
19 69,5 
20 69,0 
21 68,7 
22 68,4 
23 68,0 
68,0 
67.8 


67,2 
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Die Methodik war folgende: 

Je lcem defibriniertes Kaninchenblut wird '/, Stunde scharf zentri- 
fugiert; das iiberstehende Serum wird vorsichtig gemessen und abgesaugt. 
In diesem Serum list man die berechnete Menge Glucose, fiigt es dann wieder 
zu den Kérperchen und riihrt schnell auf. 

Fiigt man die feste Glucose zum Blute, so entsteht immer starke 
Hamolyse; wird die Glucose aber im Serum gelést, so unterbleibt die Hamo- 
lyse. Man ersieht aus der Tabelle, daB jetzt die beschriebene Quellung 
gar nicht auftritt, offenbar weil nur sehr wenig freies Wasser im Medium 
anwesend ist. 

Ob nun die Wasserentziehung zu einer Desiquilibrierung der 


normalen K6érperchenionenkonzentration und dadurch zur Quel- 


lung leitet, oder daB eine Anderung des [H’] des Kérpercheninnern 


als Ursache angegeben werden mu, dariiber kénnen wir jetzt 
noch wenig aussagen. Wir versuchten mittelst Kataphorese mit 
mikroskopischer Beobachtung eine Ladungsinderung eventuell 
eine Umladung der Kérperchen in stark konzentrierten Glucose- 
lésungen nachzuweisen, aber die Ladung der Korperchen erschien 
in allen Lésungen in gleicher Starke negativ. 

Eine Ionendesequilibrierung durch Wasserentziehung kénnte 
man sich in folgender Weise vorstellen: Die roten Koérperchen 
enthalten normalerweise eine physiologische Calciumionenkonzen- 

[H'| 
[HCO’,| 


gegeben ist. Nun konnten wir bei Koérperchen in stark konzen- 


tration'), deren GréBe von der Beziehung [Ca™] 


trierter Zuckerlésung keine Anderung des [H’] feststellen, aber 
die Bicarbonationenkonzentration muB sich erheblich vergréBert 
haben, und daraus resultiert eine proportionelle Verringerung des 
[Ca]. Nun ist gerade diese [Ca™] die wichtigste lonenkonzen- 
tration, welche die lyotrope, quellungsférdernde Wirkung der 
Koérperchenkaliumionen balancieren muB. Wenn wir z. B. zur 
Vergleichung die Quellungsverhiltnisse beim Muskel anziehen, 
welche ja dort viel besser bekannt sind als bei den Erythrocyten, 
so sehen wir, daB fiir die Erhaltung der normalen Muskelquellung 
das Verhaltnis K:Ca von ausschlaggebender Bedeutung ist. 
Im gedffneten Muskelfaser (wo also die osmotische Wasseranzie- 
hung ausgeschlossen ist), verursachen Kalisalze starke Quellung., 


aber sehr geringe Ca-Mengen geniigen, um eine Entquellung von 


1) Hamburger, Zeitschr. f. physikal. Chem. 69, 663. 1909. 
Brinkman, diese Zeitschr. 95, 101. 1919. 
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iiber 30°, zu bewirken'). Wenn also durch Wasserentziehung 
die [Ca”] des Kérpercheninhaltes bis zu einem bestimmten Grade 
verringert ist, wird das Uberwiegen der Kaliumionen von Quellung 


der K6rperchen erfolgt sein. 


V. Uber die mégliche klinische Bedeutung der Volumkurve. 

SchlieBlich wollen wir noch einige Bemerkungen machen 
iiber den eventuellen Gebrauch der beschriebenen Volumkurve 
fiir die klinische Kérperchenuntersuchung. 

Weil doch die Volumkurve des normalen Blutes einen ganz 
konstanten typischen Verlauf hat und bei Benutzung gut kali- 
brierter Himatokriten mit fast mathematischer Genauigkeit leicht 
zu konstruieren ist, so kénnen auch kleinere Abweichungen des nor- 
malen Verlaufes gut verwertet werden. Die Volumkurve kénnte 
dann sozusagen eine Fortsetzung der osmotischen Resistenzkurve 
bilden. Die Bedeutung der Volumkurve ist insoweit der der 
Resistenzkurve iiberlegen, daB bei der osmotischen Himolyse 
immer auf der durch osmotische Krifte bedingten Wasseranziehung 
die kolloidechemische Himochromolyse folgt, und daB zwischen 
osmotischen und kolloidchemischen Prozessen nicht geniigend zu 
differenzieren ist. Bei der Volumkurve aber sind der osmotische 
und kolloidchemische Teil der Kurve, oder Wasserentziehung 
und Quellung, gut voneinander zu trennen. Gerade der Quellungs- 
teil der Volumkurve méchte fiir die klinische Untersuchung wichtig 
sein. Ist es doch eine erste Aufgabe dergleichen Kurven, uns 
iiber das physiologische Alter der Kérperchenkolloide zu orien- 
tieren, und ist es doch die Quellungsfihigkeit dieser Kolloide, 
die in physiko-chemischer Hinsicht einer der besten Indi- 
katoren ist. 

Folgender Versuch ist ein vorliufiger Bericht iiber die Form- 
ainderung der Kurve durch Blutungsanimie mit Kérperchen- 
regeneration. 

Einem gut genihrten Kaninchen wurden + 40 ccm Blut aus 
der Ohrvene entnommen; das Blut wurde steril aufgefangen und 
aseptisch bewahrt bei Zimmertemperatur. 

Die Regeneration beim Kaninchen gestaltete sich folgender- 


maben: 


1) Widmark, Skandinav. Arch. f. Physiol. 23, 421. 1910; 24, 13, 339. 
1911. 
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Hamoglobin- Kérperchen- 


gehalt zahl 
Vor der Blutentnahme. . 48 4 140 000 
24 Stunden nach AderlaB 38 3 110 000 
48 - me a 34 2 720 000 
72 os me * 32 2 285 000 
96 a of és 35 2 645 000 
120 re a és 40 3 540 000 
168 - “ “ 47 3 920 000 


Es wurde nun die Volumkurve dieser Kérperchen in hyper- 
tonischen Glucoselésungen bestimmt und zwar vor der Blut- 
entnahme und 24, 48, 96 und 120 Stunden nachher. Zur 
Vergleichung haben wir daneben Volumkurven des steril in 
vitro aufbewahrten Blutes untersucht, damit das Altern der 
Kérperchen in vivo und in vitro nebeneinander gestellt werden 
konnte. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle IX zusammengestellt (siehe 
auch Kurve \V). 

Tabelle IX. 
H = Himolyse. S.H =Spur-Himolyse d. H. = deutliche Hiimolyse. 





Koérperchenvolumina 








Glucose- des frisch entnomm. Blutes des aufbewahrten Blutes 
lésungen vor der 
AderlaB- Zeit nach der Andmie Zeit der Aufbewahrung 
andmie in Stunden in Stunden 
in % 48 120 96 120 
2,3 131,5 142.6 136.0 130,4 H 
2,5 126.6 127,7 126.0 120.0 120.6 
3.0 116.9 1.7,0 116,0 113,4 111,1 
3,5 1' 9,7 111,7 108.0 107.2 107.9 
4.0 100.8 103,2 102.0 97.6 98,4 
4.5 99.2 100.0 99 0) 97.6 97.6 
5,0 93.5 93.6 93,0 89.6 90,5 
10,0 71,0 sy By 72,0 68.9 71,4 
15,0 65,3 69,2 62,0 68,9 70,6 
16.0 62.9 67.0 61.0 68 O 69,8 
17.0 62.9 66.0 61,0 68,0 690 
18,0 62,1 64,9 60,0 67,2 64,3 
19,0 62,1 66,0 61,0 64,0 65.9 
20,0 65.3 66.0 61,0 64,0 64.95: #- 
21,0 73,4 68,1 62,0 20 65,9 5-4 
22,0 85.5 76.6 63,0 77,63:.H G0),5 8-H: 
23,0 90,3 81,9 68.0 88,95: H 91,3°- =: 
24,0 92,7 86,2 70,0 91,.2°8 93.1%" 
25,0 94,45-# 87:9** 73,088 96,05: 4 92,98-# 
30,0 93,0°* 89,4°-3 87,08 # 97,6*-# 93.3°™= 
40,0 rc 8945-4 86,05:4 96,04: #- 90,5 4-# 
50,0 88,75: or.2** 85,05: 2 ag 90,5** 





50 ; ! l l 
03 , 7 Os  ¢F 40 
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Man bemerkt folgendes: 

1. Wenn Regeneration auftritt (nach 96 und 120 Stunden), 
tritt der Quellungsumschlag spiter ein, offenbar weil die neu- 
gebildeten Korperchen eine stirkere Wasserentziehung ertragen, 
bevor Quellung eintritt. 

2. Im Gegensatz zu dieser ersten Erschei- 
\ nung wird durch den AlterungsprozeB die Quel- 
lungsneigung erheblich beférdert, wie das zu- 
mal aus der Tabelle der in vitro aufbewahrten 

Korperchen zu ersehen ist. 
Die normale Volumkurve stellt die mittlere 
NS Linie dar zwischen der unteren Neubildungs- 

°, 


om, 
\ =. Alter 


Ls) ie] 
: mee Nor 








? 


, 


Log. d. Glukosekonz 


Kurve V. Volumkurven: Alterung (120 Stunden) in vitro, normal und (130 Stunden) nach 
Aderla&, Regeneration. 

kurve und der oberen Alterungskurve. Es ist also umgekehrt 

die Méglichkeit gegeben, aus der Betrachtung einer willkiirlichen 

Volumkurve auf Regeneration oder Alterungsprozesse zu schlieBen. 


Zusammenfassung. 

1. Blutkérperchen des Menschen-, Kaninchen- oder Rinder- 
blutes, welche in hypertonische Medien gebracht werden, schrump- 
fen proportional des osmotischen AuSendruckes, wenn dieser 
AuBendruck nicht das 4fache der normalen Isotonie (4 = y — 2°) 
iiberschreitet. 

2. Wird der osmotische AuBendruck gréBer als das 4fache 
der normalen Isotonie, so erfolgt eine plétzliche Volumzunahme 
der Kérperchen fast bis zum Isotonievolumen. 

3. Diese Volumzunahme beruht auf Quellung der Korper- 
chenkolloide, welche Quellung wahrscheinlich von Ionendesaqui- 
librierung der Kérpercheninnensalze verursacht wird. 
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4. Die osmotische Schrumpfung ist reversibel, die Quellung 
ist irreversibel, weil bei plétzlichem Zutritt von freiem Wasser 
immer Himolyse erfolgt. . 

5. Die Volumina von Kérperchen in hypertonischen Medien 
lassen sich zu einer Volumkurve zusammenstellen. Die Form 
dieser Kurve ist konstant und typisch und nicht abhingig von 
der chemischen Zusammensetzung des Mediums, sondern nur von 
deren osmotischem Druck. Lésungen von Alkalichloriden oder 
Alkalisulfaten, Glucoselésung oder Glucose-Ringerlésung, welche 
isoosmotisch sind, geben eine und dieselbe Volumkurve. 

6. In hypertonischem Glucoseserum erfolgt keine Quellung, 
weil in diesem Medium das Wasser zum gréBten Teil kolloid- 
chemisch gebunden ist. 

7. Der Hamolyse in konzentrierter Neutralsalzlésung geht 


immer eine erhebliche Quellung voran; von einer Schrumpfungs- 


himolyse nach Bechhold ist also nicht die Rede. 


8. Es wurde darauf hingewiesen, dali diese Volumkurve, 
zumal deren Quellungsteil, eine Bedeutung fiir die klinische 
Blutuntersuchung haben kann, weil die ialteren Kérperchen 
sich durch vergréBerte, die jungen Kérperchen sich durch ver- 


minderte Quellungsneigung auszeichnen. 











Uber den Stickstoffansatz bei Fleisch- und Mehikost. 


Von 


L. Dienes. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1921.) 


In den letzten Jahren wurden die Kenntnisse in der auch vom 
praktischen Standpunkt wichtigen Frage, ob die Eiwei®kérper 
der verschiedenen Nahrungsmittel fiir die menschliche Ernihrung 
gleichwertig sind, durch die Versuche von Hindhede!), Abder- 
halden, Rose u.a.*) erweitert. Die genannten Autoren haben im 
Gegensatz zu friiheren Arbeiten von Rubner*) und Thomas‘) 
gefunden, daB bei langen Minimumversuchen die EiweiBkérper 
der Kartoffel und des Brotes bei ungefaihr gleichgeringen Werten 
N-Gleichgewicht ergeben. 

Die folgenden Versuche, die ich Herbst 1913 und Friihjahr 
1914 durchfiihrte, wollen dasselbe Problem von einer anderen 
Seite erfassen. 

Von der Ansicht ausgehend, daB die Unterschiede im Verhalten 
der einzelnen EiweiBkérper, wenn solche tiberhaupt vorhanden 
sind, am stirksten bei Ansatz gréBerer EiweiBmengen bemerkbar 
sein miissen, da bei Minimumversuchen die Méglichkeit vorhanden 
ist, daB die in der Nahrung eventuell fehlenden EiweiBk6érper 
von den abgebauten Kérpersubstanzen ersetzt werden, habe ich 
den EiweiBansatz nach einem vorhergehenden intensiven EiweiB- 
verlust untersucht, wobei das Eiwei®B ausschlieBlich in einem ein- 


zigen Nahrungsmittel gereicht wurde. 


1) Skandinav. Arch. f. Physiol. 28. 

2) E. Abderhalden, G. Ewald, A. Fodor und C, Rose, Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Physiol. 160. 

3) Volksernihrungsfragen Bd. 115. 1908. 

4) Arch. f. Anat. u. Physiol. 1909, S. 219. 
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Die Versuchsperson war ein 23jahriger junger Mann (Dr. med.), gesund, 
von fast athletischem Kérperbau. Seit seinen Kinderjahren neigte er, zu 
Fettleibigkeit und in seiner Familie waren mehrere Diabetesfalle zu ver- 
zeichnen. Bei einer stark reduzierten Nahrungszufuhr hatte sein Kérper- 
gewicht vom 20, VIII. bis 7. X. 1913 (mit Kleidung gewogen) von 104 kg 
auf 86 kg abgenommen. Die Diit bestand aus 100 g Emmenthaler Kase, 
500 cem Milchkaffee, 700 g Apfel, 30 g Brot, 500 g Trauben und 0,4 Liter 
Wein. In den letzten 2 Wochen der Abmagerungskur, in deren Verlauf 
ich die Ausscheidungen untersucht habe, hatte der betreffende ungefahr 
10g EiweiB pro Tag verloren. — Das ergibt fiir 48 Tage 480g EiweiB. 
Wahrscheinlich war aber der EiweiBverlust in den ersten Tagen viel héher 
und der Gesamtverlust bei weitem mehr als 480 g. Dieser Abmagerungskur 
folgte sofort die erste Versuchsreihe. Ende November muBten wir wegen 
Abreise der Versuchsperson die Versuche abbrechen und konnten diese 
erst im Marz, wieder mit einer Abmagerungskur beginnend, von neuem auf- 
nehmen. 


Der Plan der Untersuchung war folgender: Zuerst wollten wir 
das EiweiBminimum der Versuchsperson feststellen, damit wir 
fiir den Vergleich des aufgenommenen und angesetzten Eiweibes 
einen Anhaltspunkt erhielten. Dann sollte die Untersuchung 
des EiweiBansatzes bei niedriger, spiter bei héherer Eiweibauf- 
nahme folgen. Wir beabsichtigten den Ansatz bei Fleisch-, 
Erbsen- und Weizenernihrung zu vergleichen. Die 2. Versuchs- 
reihe im Marz sollte zur Wiederholung der auf das Weizenmehl 
beziiglichen Versuche dienen. — Die einzelnen Perioden hatten 
wir mit 5—Ttigiger Zeitdauer festgesetzt. Der Caloriengehalt 
der Kost wurde auf Wunsch der Versuchsperson niedrig gehalten, 
da sie das verlorene Kérpergewicht nicht zuriickgewinnen wollte. 
Wahrend der ersten Perioden blieb der Caloriengehalt der Kost 
wahrscheinlich unter dem Bedarf; vielleicht konnten wir darum 
keinen EiweiBansatz beobachten (2700—2970 Cal.). In den 
folgenden Perioden erreichte der Caloriengehalt der Nahrung 
den Bedarf (3080—3280) oder blieb nur unwesentlich unter diesem. 
Als Beweis dafiir dient die Tatsache, dab sich das Gewicht der 
Versuchsperson trotz Aufnahme von 600 g Eiweif, welches etwas 
iiber 2 kg Muskel entspricht, nicht verinderte. Ware ein Fett- 
verlust dem angesetzten Eiweif entsprechend vor sich gegangen, 
so hatte dies in der ersten Halfte der Versuchsreihe einem Verlust 
von 500 Cal. pro Tag und 250 Cal. in der zweiten Halfte der 
Versuchsreihe entsprochen. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dab 
der Verlust so groB gewesen ist, da ja durch den besseren Er- 
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niihrungszustand auch der Wassergehalt des Organismus niedriger 
sein muBte. 

Die Schwankungen des Caloriengehaltes der Kost in den zu 
vergleichenden Perioden waren gering (ausgenommen Periode 7), 
so daB eine Vergleichung der Perioden trotz des etwas niedrigeren 
Caloriengehalts der Nahrung berechtigt ist. 

In bezug auf die technische Durchfiihrung der Versuche 


machen wir folgende Bemerkungen: Die einzelnen Nahrungs- 


mittel wurden im grofen eingekauft. Die Kartoffeln und Apfel 


waren von einer Sorte, ihr N-Gehalt hatte bei verschiedenen 
Bestimmungen nur geringe Schwankungen gezeigt. Als Fleisch 
haben wir mageren Rindslendenbraten und Oberschall verwendet, 
von welchen bei der Verteilung soweit wie méglich Fett und 
Sehnen entfernt wurden. Die Fleischportionen wurden gleich- 
zeitig am Anfang der Periode abgewogen und bis zur Benutzung 
bei —1° bis —6°C gefroren (im Frigoapparat) aufbewahrt. 
Butter und Milch waren gleichfalls gefroren. Ebenso wurde der 
Kleber fiir die ganze Periode auf einmal gewonnen, eingeteilt 
und wie die anderen Nahrungsmittel gefroren aufbewahrt. Als 
Mehl wurde das beste weiBe ungarische Weizenmehl verwendet. 
Fleisch und Kleber wurden von mir, die anderen Nahrungsmittel 
von einem Laboranten abgewogen. Die Speisen haben wir im 
Institut gekocht und die Versuchsperson hat sie quantitativ 
aus dem zum Kochen benutzten Topf gegessen. Das Fleisch wurde 
entweder als Braten oder als ,,Gulyds‘‘ zubereitet, das Fett, in 
dem das Fleisch gebraten worden war, verwendeten wir zur Be- 
reitung der Kartoffeln. Das Mehl und der Kleber wurden zu GrieB- 
oder Marmeladennudeln verarbeitet, N- und Trockensubstanz- 
gehalt des Wassers, in dem die Kartoffeln und Nudeln gekocht 
wurden, bestimmten wir. In den Nahrungsmitteln stellten wir den 
N-Gehalt nach Kjeldahl, die Trockensubstanz durch Trocknen 
bei 100° C, den Fettgehalt nach Liebermann - Székely fest. 
In den Erbsen haben wir die Starke, in den Datteln usw. den 
Extraktgehalt bestimmt. 

Die Versuchsperson hat sich waihrend der ganzen Versuchs- 
dauer, ausgenommen an den in der Tabelle bezeichneten Tagen, 
vollkommen wohl gefiihlt und Laboratoriumsarbeit verrichtet. 
Der Urin wurde von 8 Uhr friih bis 8 Uhr friih des nachsten Tages 
gesammelt und gleich verarbeitet; wurde er einige Tage auf- 
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bewahrt, so versetzten wir ihn mit Salzsiure und stellten ihn in 
den Ejisschrank. Die Faeces wurden mit 10°, konzentrierter 
Schwefelsiure gleichmaBig gemischt und der so erhaltene Brei 
analysiert, der N-Gehalt wurde nach Kjeldahl, das Fett nach 
Liebermann-Székely, die Starke durch Verzuckerung mit 


2°%, HCl bestimmt. In einigen Fallen wurde der Fettgehalt der 


Faeces auch durch Atherextraktion bestimmt. Die Abgrenzung 


des Kotes war durch die Reste der gegebenen Trauben und Feigen 
nicht mdglich. Dadurch konnten wir die Kotbestandteile nur 
auf gréBere Zeitabschnitte verteilen und die Ausnutzung dieser 
nur da fiir kleinere Perioden gesondert berechnen, wo die Berech- 
nung durch die Entleerungszeiten des Kotes erméglicht wurde. 
Da die Ausnutzung der verabreichten Speisen eine gute war und 
die EiweiBausnutzung bei Fleisch und Weifmehl annihernd die- 
selbe ist, so ist der durch unser Verfahren verursachte Fehler 
gering. 

Die Nahrung setzte sich in den einzelnen Perioden folgender- 
maBen zusammen: 

P.1. 8. bis 9. X. zum Friihstiick: 30 g Butter, 100 g Honig, 60 g Zwie- 
back. Zum Mittag: 1 Maggi-Bouillonwiirfel, 20g Sago, 70g Fleisch, 100g Kar- 
toffeln, 40 g Fett, 200 g Apfel, 30g Zucker, 30 g Zwieback. Zum Nacht- 
mahl: 70 g Fleisch, 50 g Reis, 40 g Fett, 200 g Apfel, 30 g Zucker, 30 g Zwie- 
back. Der Zwieback wurde aus Kartoffelmehl und Cocosfett und etwas 
Backpulver hergestellt. Diese Kost enthielt 40,4 g Eiwei8 und 2825 Calorien. 

10. bis 13. X. zum Friihstiick: Tee und 15 g Zucker, 50 g Honig. Zum 
Mittag: 1 Maggi-Bouillonwiirfel, 20 g Sago, 70g Fleisch, 40g Fett, 100 g¢ 
Kartoffeln, 100 g Reis, 200 g Apfel, 30g Zucker. Zum Nachtmahl: 70 ¢ 
Fleisch, 40 g Fett, 50 g Reis, 200 g Apfel, 30 g Zucker, 50 g Honig. AuBer- 
dem 60 g Zucker in Limonade genossen. Diese Nahrungszusammensetzung 
enthielt 45,8 g EiweiB und 2775 Calorien. Am 10. X. nahm die Versuchs- 
person zufalligerweise 340 Calorien weniger. 

P. 2. 14. bis 18. X. zum Friihstiick: 150 ccm Milch, 50 cem Kaffee, 50g 
Honig, 30 g Zwieback aus Kartoffelmehl, 15 g Zucker. Zum Mittag: 
100 g Kartoffeln, 70g Fleisch, 40 g Fett, 110 g Weizenmehl, 20g GrieB, 
200 g Apfel, 15g Zucker. Zum Nachtmahl: 70g Fleisch, 40 g Fett, 100g 
Reis, 200 g Apfel, 30 g Zucker. AuBerdem 30 g Zucker. Die Kost enthielt 
60,3 g EiweiB und 2770 Calorien. 

P. 3. 19. bis 23. X. zum Friihstiick: 15 g Zucker, 30 g Zwieback aus 
Erbsen, 50g Honig. Zum Mittag: 150g Erbsen, 60g Kartoffelmehl, 40 gSpeck, 
5g Fett, 200g Apfel, 30g Zucker, 50g Aprikosenmarmelade. Zum Nachtmahl: 
100 g Ernsen, 25g Fett, 35g Kartoffelmehl, 200g Apfel, 20g Zucker, 
50 g Honig. AuBerdem 15g Zucker. Diese Kost enthielt 60,3 ¢ EiweiB, 
2970 Calorien. 


g* 
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P. 4, 24. bis 26. X. zum Friihstiick: 15 g Zucker, 50g Honig. Zum Mittag: 
225 g Erbsen, 40 g Speck, 30 g Kartoffelmehl, 200g Apfel, 15 g Zucker. 
Zum Nachtmahl: 150 g Erbsen, 30 g Fett, 30 g Kartoffelmehl, 200 g Apfel, 
15g Zucker. AuBerdem 150 g Erbsenzwieback. Der Zwieback wurde von 
fein gemahlenem Erbsenmehl mit Zusatz von Butter, NaHCO, und Salz- 
siure bereitet. Diese Kost enthielt 110 g EiweiB und 3170 Calorien. 

P. 5. 27. bis 31. X. zum Friihstiick: 50 g Honig, 15g Zucker. Zum Mittag: 
180 g Fleisch, 200 g Kartoffeln, 130 g Weizenmehl und GrieB, 70 g Fett, 
200 g Apfel, 30g Zucker, 50g Aprikosenmarmelade. Zum Nachtmahl: 
155 g Fleisch, 65 g Fett, 150 g Reis, 200 g Apfel, 30 g Zucker, 35 g Honig. 
103,7 g EiweiB, 3780 Calorien. 

P. 6. 4. bis 7. XI. zum Friihstiick: 50 g Honig, 15 g Zucker. Zum Mittag: 
180 g Fleisch, 200 g Kartoffeln, 100 g Weizenmehl, 70 g Fett, 200 g Apfel, 
15g Zucker, 50g Aprikosenmarmelade. Zum Nachtmahl: 140g Fleisch, 
65 g Fett, 50 g Reis, 200 g Kartoffeln, 200 g Apfel, 15 g Zucker, 40 g Honig. 
AuBerdem 15g Zucker = 95 g EiweiB, 3160 Calorien. 

P.7 8. bis 10. XI. zum Friihstiick: 50g Honig, 15g Zucker. Zum Mittag: 
190 g Erbsen, 40g Speck, 20g Fett, 30g Kartoffelmehl, 200g Apfel, 
30 g Zucker. Zum Nachtmahl: 150 g Erbsen, 40 g Fett, 30 g Kartoffelmehl, 
200 g Apfel. AuBerdem 260 g Erbsenzwieback. 126 g Eiwei, 3480 Calorien. 
Am 8. XI. wurden nur 116 g EiweiB gegeben. 

P. 8. 11. bis 14. XT. 300 g Weizenmehl mit 99 g feuchtem Kleber ge- 
mischt, 50 g Fett, 100 g Mandeln, 100 g Trauben (trocken) oder Datteln, 600 g¢ 
Apfel, 100 g Honig, 50 g Aprikosenmarmelade, 15 g Zucker. 15. bis 17. XT. 
statt 100 g Mandeln 60 g Weizenmehl, 45 g feuchten Kleber, 50 g Datteln, 
15g Fett. 88g EiweiB, 3280 Calorien, am 15. bis 17. XI. nur 84¢ 
EiweiB, 3350 Calorien. 

P.9. 18. bis 24. XI. zum Friihstiick: 50g Honig, 15g Zucker. Zum Mittag: 
180 g Fleisch, 400 g Kartoffeln, 56 g Fett, 200 ¢ Apfel, 30g Zucker, 50 ¢ 
Aprikosenmarmelade, 40 g Datteln. Zum Nachtmahl: 140g Fleisch, 65 g 
Fett, 50g Reis, 200g Kartoffeln, 200g Apfel, 30g Zucker, 60 g Honig. 
Dazu noch 15 g Zucker = 91 g EiweiB, 3200 Calorien. 

P. 10. 25. bis 29. XI. zum Friihstiick: 50 g Honig, 15 g Zucker. Zum Mit- 
tag: 350g Fleisch, 400 g Kartoffeln, 56 g Fett, 200g Apfel, 30 g Zucker, 50g 
Aprikosenmarmelade. Zum Nachtmahl: 300 g Fleisch, 52 g Fett, 50 g Reis, 
200 g Kartoffeln, 200g Apfel, 30g Zucker, 40g Datteln, 15 ¢ Zucker; 
162 g EiweiB, 3395 Calorien. 

Die Versuchsresultate sind in der beigefiigten Tabelle zu- 
sammengestellt. Wie daraus zu ersehen ist, konnten wir unseren 
Versuchsplan nicht vollstindig durchfiihren. Die erste Periode 
wurde durch Unwohlsein der Versuchsperson am 9. und 10. X. 
gestért. Weil wir befiirchteten, dies Unwohlsein stehe mit den 


vorausgegangenen EiweiBverlusten in Zusammenhang, und da 
der aus Kartoffelmehl gebackene Zwieback sehr ungern genommen 
wurde, muBten wir einerseits den EiweiSgehalt der Kost etwas 
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erhohen und konnten andererseits die Periode nicht geniigend 
lange ausdehnen. Wegen des Unwohlseins der Versuchsperson 
sind 2 Tage von den 6 Tagen nicht verwertbar. In den folgenden 
3 Tagen (dem ersten Tag der folgenden Periode zugerechnet) war 
die N-Ausscheidung auffallend gleichmaBig und der Durchschnitt 
dieser 3 Tage (33,3 g Eiweif entsprechend) liegt wahrscheinlich 
dem EiweifSminimum niher als der Durchschnittswert der ganzen 
Periode (38,4 g). DaB in den ersten Tagen der folgenden Periode 
trotz steigender Harnmengen die N-Ausscheidung unverindert 
blieb, spricht dafiir, daB wir den Wert 33 g nicht zufalligerweise 
erhalten haben. 33 g EiweiB pro Tag bei einem 84 kg wiegenden 
Mann ist ein auffallend niedriger Wert. Umgerechnet auf 70 kg 
Kérpergewicht ergeben sich 27,7 g, was schon den von Hindhede 
gegebenen Werten nahesteht. Der Caloriengehalt der Kost war 
waihrend der Periode verhaltnismabig niedrig, und mit hdheren 
Caloriengehalt haitten wir wahrscheinlich niedrigere EiweiBbwerte 
bekommen. 

Die folgenden 2 Perioden (2 und 3), durch die wir den Eiweib- 
ansatz bei niedrigerem Eiweibgehalt der Kost untersuchen 
wollten, zeigen keine EiweiBretention. Wahrscheinlich war der 
Caloriengehalt der Kost ungeniigend. Die 3. Periode laBt immerhin 
die SchluBfolgerung zu, da man auch bei Erbsen mit weniger 
als 50 g aufgenommenem EiweiB N-Gleichgewicht erreichen kann. 

In den folgenden Perioden enthielt die Nahrung mehr Eiweil 
und etwas mehr Calorien. Zum Vergleich dienen 3 Perioden, in 
denen das Eiweib gréBtenteils in Fleisch gegeben wurde (Per. 5, 6,9). 
In der 5. Periode haben wir, durch ein Versehen, mehr Calorien 
gegeben. Die Abgrenzung des Kotes ist gegen die vorangehende 
Periode mit Erbsen ebenso wie gegen die nachfolgende Periode 


unvollkommen. Die Traubenkerne, die zur Abgrenzung dienen 


sollten, waren schon in dem charakteristischen Erbsenkot vor- 


handen und auch in dem danach entleerten. Dieser Umstand 
kann 1—2g Unterschied verursachen bei der Berechnung des 
KoteiweiBes. Ebenso haben wir den sehr geringen Eiweifwert 
am 28. X., der von der Verminderung der Urinmenge herrihrt, 
bei der Berechnung ausgelassen. Bei Annahme von 8 g Koteiweifs 
bekommen wir fiir diese Periode (Per. 5) einen taglichen Eiweib- 
ansatz von 28,3 ¢ bei 95,7 g EiweiBaufnahme. In der 6. Periode 


x 


betrigt der Ansatz bei 85g EiweiBaufnahme und 3070 Netto- 
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calorien 21,1 g. Die Periode 9 wurde am 20. durch starken Kopf- 
schmerz und Unwohlsein gestért, und den folgenden Tag war die 
N-Ausscheidung eine erhéhte. Wenn wir den Tag des Unwohlseins 
und den folgenden Tag auslassen (natiirlich auch den ersten Tag 
der Periode) bekommen wir eine 61,7 g Eiweif entsprechende 
N-Ausscheidung und 18,4 Apposition. Rechnen wir die erwihnten 
2 Tage hinzu, so betragt der Durchschnitt 63,3 g und der Ansatz 
16,8 g bei 80g EiweiBaufnahme. Der wirkliche EiweiBansatz 
variiert, vielleicht wegen der Unmdglichkeit der genauen Ab- 
grenzung des Kotes, um 1—2 g von dem angegebenen, wahrschein- 
licherweise aber in positivem Sinne. 

Die Perioden, in denen Erbsen in groBer Menge aufgenommen 
werden sollten, muBten wegen Uberlastung des Magendarmsystems 
der Versuchsperson kiirzer bemessen werden. Die Uberlastung 
zeigte sich hauptsichlich in der Periode 7, in der die Versuchs- 
person nur mit der gréBten Anstrengung die vorgeschriebene 
Nahrung aufnehmen konnte, und am 3. Tag wurde auch die Aus- 
nutzung verschlechtert. Die 2 letzten Tage der 4. Periode zeigen 
einen Ansatz von 15,2 g bei 88 g EiweiBaufnahme und 2970 Netto- 
calorien. Die Beurteilung der Periode 7 wird dadurch erschwert, 
daB wahrend dieser, Ausscheidung und Aufnahme nicht konstant 
sind. In den 2 Kotentleerungen dieser Periode war 84 g Eiweil 
vorhanden, so mufBten wir einen Teil (8 g) des Koteiwei®es vom 
12. (welches sichtlich mit viel Erbsen vermengt war) auch dazu- 
nehmen, wir bekommen fiir diese Periode tiglich 30,6 g KoteiweiB. 
Als Durchschnitt der N-Ausscheidung von den Tagen 9—10 
berechnet, ergibt sich 22,8g Ansatz bei 92,1 g EiweiBaufnahme. 
Die Ausnutzung des Caloriengehaltes der Nahrung war ent- 
sprechend. In den ersten 2 Tagen gingen taglich 170, am 3. 
400 Cal. im Kot verloren, so daB im Durchschnitt die Menge der 
aufgenommenen Calorien etwas griéBer war (besonders am 2. Tag 
der Periode) als in den entsprechenden Fleischperioden. — 
Soweit man aus diesen beiden kurzen Perioden Folgerungen ziehen 
darf, scheinen die EiweiBstoffe der Erbsen dem Fleischeiweibe 
hinsichtlich des EiweiBansatzes gleichwertig zu sein. 

Ausgesprochene Abweichung in der Verwertung des Eiweibes 
gegeniiber den‘ Fleischperioden zeigt die Periode 8. In den ersten 
4 Tagen wurde das Eiweif durch Weizen und Mandeln geliefert 
und zwar 25g in Mandeln und 57,5 g in feinstem Weizenmehl. 
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(Dazu kam noch der N-Gehalt der anderen Nahrungsmittel, 
der 5,5 g EiweiB entspricht.) In den letzten 3 Tagen wurde aus- 
schlieBlich Weizenmehl gegeben. Die Ausnutzung scheint in den 
letzten Tagen etwas besser gewesen zu sein, wie zu erwarten war, 
daB wir trotz der etwas geringeren Eiweibgabe der letzten 3 Tage 
fiir die ganze Periode durchschnittlich 76 g NettoeiweiBaufnahme 
annehmen kénnen. Die N-Ausscheidung entspricht 73,5 g, in 
den letzten 3 Tagen 75,9 g. In der folgenden Fleischperiode ist 
der EiweiBumsatz, trotz einer Mehraufnahme von 4g, 12g ge- 
ringer. Die Harnmenge bewegt sich wihrend der 8. Periode 
innerhalb enger Grenzen und ist immer niedriger als waihrend 
der nachfolgenden Fleischperiode. 

Sollte jemand geneigt sein, das Vorhandensein eines Unter- 
schiedes zwischen der Periode 8 und 9 zu bezweifeln und glauben, 
daB sich in der Periode 8 méglicherweise Abbauprodukte der 
friiheren Erbsenperiode entleerten, so spricht gegen diese Ein- 
wendung einerseits die 2. Versuchsreihe, andererseits der Um- 
stand, daB wir nie eine Verschiebung der N-Entleerung beobachten 
konnten. Auch nach der 1. Erbsenperiode stellte sich die N-Aus- 
scheidung, wie wihrend der ganzen Versuchsreihe, schon am 
2. Tage auf den Wert der folgenden Periode ein. Auch der Um- 
stand, da die N-Ausscheidung wahrend der ganzen Erbsen- 
periode hoch bleibt und in der folgenden Fleischperiode sofort 
auf einen niedrigeren Wert fallt, zeigt, daB zwischen diesen 
Perioden ein wirklicher und kein zufalliger Unterschied vor- 
handen war. 

In der 2. Versuchsreihe wollten wir die fiir Weizenmehl 
erhaltenen Resultate kontrollieren. Wahrend der 2. Abmagerungs- 
kur hatte das Kérpergewicht der Versuchsperson von 90 kg auf 
78 kg abgenommen und 708g EiweiB verloren. Aufnahme und 
Abgabe wurden auch wihrend der Hungerkur kontrolliert, da 
wir auch diese Zeit fiir unsere Versuche ausnutzen wollten. Die 
31 Tage der verminderten Kost waren in 3 Perioden eingeteilt: 
14 Tage mit Fleischkost, 7 Tage Weizenmehlkost und 10 Tage 
Fleischkost. Dieser Abmagerungskur folgt eine langere Fleisch- 
periode, dieser eine 6tigige Periode mit Weizenmehl. Die nach- 


folgende Fleischperiode war leider durch einen heftigen Dickdarm- 


katarrh gestért, so daf wir sie nicht verwerten konnten. Da sich 


der Dickdarmkatarrh nach Wiederaufnahme der Versuche wieder 
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zeigte, muBbten wir ihre Fortsetzung aufgeben. Wihrend der 
Weizenmehlperiode und auch in den ersten Tagen der folgenden 
Periode war das Wohlbefinden jedoch ein ungestértes und die 
diarrhéischen Stiihle folgten den am 3. VI. entleerten gréBten- 
teils normalen. 

Die Zusammenstellung der Kost war folgende: 

Periode X, 15 g Zucker, 30g Fett, 200g Fleisch, 10 g Sago, 300 ¢ 
Kartoffeln, 50 g Zwieback, 20g Kren. 59,6 g EiweiB, 1447 Calorien. 

Periode 11, 17. bis 23. IV.: 15g Zucker, 150g Weizenmehl, 98,5 ¢ 
feuchter Kleber, 20 g GrieB, 40 g Zwieback, 150 g Feigen, 56,1 g EiweiB, 
1500 Calorien. 

Periode 12, 27. IV. bis 3. V. wie Periode 10. 

Periode 13, 4. bis 13. V. 30 g Zucker, 75 g Feigen, 75 g Malagatrauben, 
150g Datteln, 400g Fleisch, 600g Kartoffeln, 120g Fett, 10g Mehl, 
60 g Honig. 106,5 g EiweiB, 3400 Calorien. 

Periode 14, 14. bis 19. V. 300 g Weizenmehl, 215 g¢ feuchter Kleber, 
50 g GrieB, 85 g Fett, 150 g Kartoffeln, 150 g Datteln, 100 g Malagatrauben, 
15g Zucker. 106,3 g EiweiB, 3184 Calorien. 

Die Calorienaufnahme war wihrend der Perioden der Ab- 
magerungskur ganz gleichmaBig. Doch scheint der EiweiBverlust 
wihrend der zwischen 2 Fleischperioden eingeschalteten Weizen- 
mehlperiode bedeutend héher zu sein als in den Fleischperioden. 
Infolge der Unsicherheit der Kotabgrenzung und je nachdem, 
ob wir die Verluste der ersten Tage der Abmagerungskur bei der 
Berechnung des Durchschnittes verwenden, sind die erhaltenen 
Zahlen etwas schwankend. 

Fiir die 1. Periode bekommen wir einen tiaglichen Verlust 
von 19—24 g EiweiB, fiir die 2. 30—32, fiir die 3. 16—17 g. Wir 
wollen an diese Zahlen, die wihrend einer intensiven Abmagerungs- 
kur gewonnen wurden und bei deren Zustandekommen uns even- 
tuell nicht bekannte Umstiinde mitgewirkt haben kénnen, keine 
weiteren SchluBfolgerungen kniipfen. Doch halten wir es fiir 
bemerkenswert, das sich bei unserer Versuchsperson, auch bei 
einer Abmagerungskur, der groBe Unterschied zwischen Fleisch- 
und Weizenmehleiweif zeigte und kénnen wir diese Tatsache als 
Bekraftigung dafiir ansehen, daB wir unsere Versuchsergebnisse 
fiir reelle halten diirfen. 

Der EiweiBansatz in der folgenden Periode ist etwas geringer 
als in den entsprechenden Fleischperioden der ersten Versuchs- 
reihe. Nach Ubergang auf die Weizenmehlkost steigt die N-Aus- 
scheidung sofort und bleibt auch héher. Gegeniiber dem EiweiB- 
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ansatz von 17,3 g der 14. Periode haben wir taglich 3,3 g EiweiB- 
verlust. Die N-Ausscheidung sinkt nur an einem Tage des Ver- 
suches (am 15.), was durch den starken Abfall der Harnmenge 
motiviert ist. Der N-Gehalt des Kotes wurde wegen der Un- 
sicherheit der Abgrenzung gleichmiBig auf beide Perioden ver- 
teilt. Soweit wir eine Abgrenzung auf Grund des Zeitpunktes 
der Entleerungen vornehmen kénnen, war in der Weizenmehl- 
periode die Ausniitzung etwas schlechter, jedenfalls nicht héher 
als in der friiheren. Die Verschiedenheit der Ausniitzung muBte 
die Differenz des Eiweifansatzes naturgemifs erhéhen. 

Der Caloriengehalt der Weizenmehlperiode ist etwas geringer 
als der der vorhergehenden Periode. Wenn wir den Calorienwert 
des angesetzten EiweiBes bei der Fleischperiode in Abzug bringen, 
betragt der Unterschied zwischen dem Caloriengehalt der Perioden 
140 Calorien pro Tag. Als Beweis dafiir, daB nicht der Unter- 
schied in dem Caloriengehalt die Ursache des Ausbleibens des 
EiweiBansatzes in der Weizenmehlperiode ist, kénnen wir die 
Fleischperioden der ersten Versuchsreihe heranziehen. In der 
4. Periode ist der EiweiBansatz im Vergleich mit den folgenden 
Perioden nur unwesentlich erhéht, trotzdem die Kost in dieser 
Periode 630 Calorien mehr enthilt. In der letzten Periode, in der 
der Caloriengehalt, nach Abzug des Calorienwertes des angesetzten 
EiweiBes den anderen Perioden gleichkommt, wurde durch Stei- 
gerung des EiweiBgehaltes der Kost der Ansatz stark gesteigert. 

Die 2. Versuchsreihe, die zwar durch Wegbleiben der letzten 
Fleischperiode gestért ist, zeigt eindeutig, daB bei unserer Ver- 
suchsperson unter unseren Versuchsbedingungen, daB Weizenmehl 
zum EiweiBansatz weniger geeignet war als das Fleisch. 


Warum haben unsere Ansatzversuche andere Resultate 


gegeben als die am Anfang zitierten Minimumversuche? Man 


muB in erster Reihe die Unterschiede der Versuchsanordnungen 
in Betracht ziehen. Wir halten es fiir ganz unwahrscheinlich, 
daB unsere Daten durch Zufall zustande gekommen sind, welcher 
Zufall durch die kurze Ausdehnung der Perioden bedingt ware. 
Die N-Ausscheidung stellt sich gew6hnlich am 2. Tage der Periode 
auf den Durchschnittswert und abgesehen von einigen Tagen, 
an denen die Versuchsperson sich unwohl gefiihlt hat, ist die Aus- 
scheidung regelmiBig und schwankt nur mit dem Fallen und 
Steigen der tiglichen Urinmenge. Ein Ansatzversuch laBt keine 
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%.XL || 23 | davon655¢ 1040 60,2 ; 
2.XL | © = | Fleischeiw. 127} 169 148 1047 | 72,8 Starkes 
2®XL| 2 BE 1345 58,5 Koptweh, 
B.X1.) 2 8 916 61,9] ).. Unwobiocian 
%4.XL|| =~ 1058 68,0) (817 
Im Durchschnitt: 10,9, 110 | 80,1 8090 68,8 + 16,8 
5. XI. || 2 162 g, da- | 8895 188 | 22,7; 220 1285 | 79,5 
XI.) 3 von 1438,0 g 120 | 15,8, 150 1208 | 107,0 . 
27.X1.|| 4 Fleischeiw. Bre ee 1157 | 107,0 
5 B7E 6, 25 ’ 
XI. § Bocasi dacs Bo 1580 | 115,0 
9. XI. || ~ 1076 | 80,7 
80.XI. |) S 180 | 22 | 216 
Im Durchschnitt: 16,9 150 11451 8240 102,2 + 42.9 
3. IV. 59,6 g, da- | 1447 885 88,6 
4. IV. rs von 45,0¢ 6 99,7 
5.IV.| (= | Fleischeiw. 115,4 | 114) 129 1126  100,2 
6. IV. sa 645 74,7 
7.1V.|) Me 825 88,6 
S3V.i Sa 222.8 | 22.5| 192 755 | 81,2 
%IV.| 6s 730 74,6 
10.1V.| 24 710 | 72,8 
ILIV.) 3% 280,5 | 26,6 | 250 895 | 88,0 
12IV.) - 6 810} 72,7 
18.IV.| = g 288.4 | 27,4 281 605 | 62,9 
14. IV. ~ 700 | 65,7 
15. IV. 660 | 68,4 
16. IV. 700 | 73,6 
Im Durchschnitt: 7,5 705 | 52,1 1876] von | 715 19,4 
10./16. 
17. 1V. 56,1 g, da- 1500 670 | 75,5 
18. IV. || von 51,6 ¢ 298 | 25,0) 222 730 «828 
19.IV.|) 40 Weizeneiw. 450 66,9 
20. 1V. || w La 575 | 77,8 
in 306 | 29,4) 346 985 86,4 
22. IV. || 50 77,6 
28. IV. || 760 79,2 
Im Durchschnitt: 99 100 | 462 1400 78,2 - 82,0 
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langen Perioden zu. Unsere Versuchsanordnung unterscheidet 


sich in 2 Punkten wesentlich sowohl von den Versuchen von Hind- 
hede als auch von Abderhalden, auch abgesehen vom prin- 
zipiellen Unterschied. Erstens ist der Caloriengehalt der Kost 
bei uns wesentlich niedriger. Es ist nicht ausgeschlossen, daB bei 
sehr hoher Calorien- oder Kohlenhydratzufuhr der Organismus 
die EiweiBstoffe anders verwertet als bei niedriger Calorienzufuhr. 
Zweitens haben wir gut ausnutzbares Mehl beniitzt, wahrend bei 
den Versuchen beider Autoren, hauptsichlich aber bei den Frucht- 
und Brotversuchen von Hindhede, die mit den Faeces abgehende 
EiweiBmenge sehr hoch ist (30—40g). Bei wesentlichem Unter- 
schied in der Ausniitzbarkeit kann der Zustand, in dem das EiweiB 
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aufgenommen wird, stark differieren und es ist auch méglich, 
dai der Grund, warum das Eiweiiminimum bei schlecht aus- 
niitzbarem Brot ebenso niedrig ist wie bei den Kartoffeln, darin 
liegt, dafS von den Eiweifstoffen, die mit den Faeces abgehen, 
solche Bestandteile aufgenommen worden sind, die den Wert 
des aufgesogenen Eiweifes erhéhen. Es ist zwar wahrscheinlich, 
da die erwihnten Umstinde keine grobe Rolle spielen, doch 
sicher ist dies nur experimentell zu entscheiden. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach unterscheiden sich die Resul- 


tate wegen der Verschiedenheit der Fragestellung. Der Eiweib- 


ansatz ist wahrscheinlich eine andere Funktion des Organismus 
als das Zuriickhalten der Eiweifstoffe und stellt andere Anspriiche 
gegeniiber der Beschaffenheit der aufgenommenen Eiweibstoffe 
und vielleicht auch gegeniiber dem Organismus und deshalb 
kénnen die Unterschiede zwischen den einzelnen Eiweibstoffen 
schirfer hervortreten als bei Minimumversuchen. Diese Annahme 
bot uns die Anregung zur Ausfiihrung der Versuche und eine 
Moglichkeit dieser Annahme wird auch von Abderhalden 
zugelassen!). 

Endlich kénnen wir auch die Méglichkeit nicht ausschlieBen, 
daB bei der Verwertung der EiweiBstoffe zwischen den einzelnen 
Individuen groBe individuelle Unterschiede vorhanden sein kénnen 
und daf die von uns gefundene Regel nicht fiir jeden Menschen 
giiltig ist. Vielleicht ist sie auch der Ausdruck einer Stoffwechsel- 
anomalie, welche Annahme bei einem stark zu Fettleibigkeit 
neigenden Individuum nicht fernliegend ist. Es ist gewil 
nicht zulassig, aus Resultaten, die bei einer einzigen Versuchs- 
person gefunden worden sind, allgemeine SchluBfolgerungen 
zu ziehen. 

AuBer den erwaihnten Méglichkeiten, nach welchen der Grund 
der Unterschiede in den Resultaten der Minimum- und Ansatz- 
versuche selbst in den Eiweibstoffen liegt, bietet sich noch folgende. 
Bekanntlich kommt der EiweiBansatz nur dann zustande, wenn 
der Organismus das Eiweif nétig hat. In den durch Hindhede 
mitgeteilten Daten finden wir sehr interessante Hinweise darauf, 
daB auch bei sehr geringer EiweiBzufuhr das Eiwei®bediirfnis 
die Richtung der Schwankungen um das Eiweibgleichgewicht 
entscheidet und das Gleichgewicht stark beeinfluBt. Wenn das 


') Lehrbuch der physiologischen Chemie, IT. Aufl., S. 1205. 
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EiweiBminimum erreicht ist, ist die Bilanz positiv oder negativ, 
je nachdem das Koérpergewicht steigt oder fallt. Z. B. bei den 
Versuchen mit Gerste') hilt eine Versuchsperson (Landsmoe), 
dessen Kérpergewicht steigt, von 39,5 g tiglicher EiweiBmenge 
7,3 g zuriick, spaiter, bei fallendem K6érpergewicht, bei Aufnahme 
von 50,9g taglicher EiweiBmenge (und 3500 Cal.) verliert sie 
tiglich 13g EiweiB. Die andere Versuchsperson, Fr. Madsen, 
die bei Kartoffel- und Brotkost mit 21 g tiglicher EiweiBmenge 
im Gleichgewicht war, verliert bei den Gerstenversuchen neben 
50 g aufgenommenem EiweiB tiiglich 2 g, wahrend der Dauer des 
Versuches 350g (der Caloriengehalt der Kost war ungefiahr 
4000 Calorien tiaglich). Wir haben das Bediirfnis des Eiweib- 
ansatzes dadurch gesichert, daB dem Ansatzversuch ein groBer 
EiweiBverlust folgt?). Doch kann man nicht ausschlieBen, daB die 
Kost selbst die Neigung des Organismus, EiweiS aufzunehmen, 
stark beeinfluBt. Es ist auffallend, daB, wahrend bei Fleischkost 
die EiweiBaufnahme hoch ist, bei der Weizenmehlkost die Auf- 
nahme nicht nur geringer ist, sondern ganz aufhért. Es ist kaum 
anzunehmen, daB 90 g Weizenmehleiweif& keine Méglichkeit zur 
EiweiBaufnahme bieten sollte, waihrend von gleicher Menge 
FleischeiweiB 17g zuriickgehalten wurden, oder, wie bei der 
1. Versuchsreihe, von 85 g 21 g. Wir miissen daran denken, daB 
dieser Unterschied nicht durch den Unterschied der EiweifSstoffe 
verursacht ist, sondern daB wir in dem Ausbleiben des Eiweib- 
zusatzes dieselbe Erscheinung beobachten, die wir auch an den 
mit reinen Nahrstoffen ernahrten jungen Tieren, bei welchen das 
Wachstum ausbleibt, beobachten kénnen. Der Organismus unserer 
Versuchsperson ist waihrend der Abmagerungsperiode, in welcher 
er erst 18 kg, spiter 12 kg, verloren hat, wahrscheinlich an meh- 
reren wichtigen Bestandteilen verarmt. Es ist méglich, daB der 
EiweiBansatz nur mit der Aufnahme von gewissen, von dem EiweiB 
verschiedener Substanzen parallel gegangen ist und diese Stoffe, 
trotzdem wir auf die Abwechslung der Zusammensetzung der Kost 
groBes Gewicht gelegt haben, in der Mehlkost nicht vorhanden 
waren. 


1) Skandinav. Arch. f. Physiol. 35. 

2) Dieser Versuch ist auch nicht direkt mit unseren Ansatzversuchen 
vergleichbar, weil die zum Vergleich dienende Fleischperiode fehlt und die 
aufgenommenen Calorien viel héher sind als in unseren Versuchen. 
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Wir halten zwar unsere Versuche fiir richtig, wollen aber nicht 
vergessen, daf sie nur an einer und auch nicht ganz normalen 
Person und nur mit einer Nahrungszusammensetzung ausgefiihrt 
wurden. 

Zusammenfassung. 

Wir haben gefunden, dab bei gleicher Stickstoff- und Calorien- 
aufnahme (Resorption), nach starker Abmagerung, bei Fleisch- 
kost bedeutend mehr Stickstoff angesetzt wird als bei einer Kost, 
deren Eiwei8 hauptsichlich aus Weizenmehl stammt. 





Interferometrische Analyse der Immunpriicipitation. 


Von 


R. Doerr und W. Berger. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Basel.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1921.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Van Calcar hat im Jahre 1908 die H y pothese formuliert, 
daB das Pricipitin ein fermentartiger Stoff sei, welcher 
die Fahigkeit besitzt, das zugehérige EiweiBantigen in vivo und in 
vitro zu zerlegen; bei dieser Zerlegung sollen Siuren (Aminosiuren, 
sauer reagierende Polypeptide) entstehen, welche die alkalischen 
Substanzen des Serums neutralisieren und durch diese ,,indirekte 
Alkalientziehung’ das Globulin niederschlagen. Die akuten 
Krankheitserscheinungen, welche nach wiederholten Injektionen 
einer bestimmten EiweiBart auftreten, betrachtete van Calear 
als Ausdruck einer Vergiftung durch die im Organismus gebildeten 
Zerfallsprodukte des eingespritzten Proteins; die Tatsache, daB 
EiweiBspaltprodukte wie Albumosen, Aminosiuren ziemlich stark 
toxisch wirken kénnen und die Beobachtung, daB man durch die 
Vitroreaktion von Priacipitinogen und Pricipitin Fliissigkeiten 
erhalt, welche beim normalen Tiere ahnliche Stérungen auslésen 
wie die Reinjektion des Antigens beim spezifisch vorbehandelten, 
geniigten ihm als Beweise fiir seine Auffassung von der Ursache 
anaphylaktischer Prozesse. 

In dieser Konzeption tritt der Antikérper als ein Agens 
auf, welches imstande ist, am Antigenmolekiil tiefgreifende che- 
mische Verinderungen hervorzurufen. Wie Bordet in seinem 
Werke ,,Traité de l’immunité‘ 
lichst betont hat, kennt man jedoch bisher keine einzige Wirkung 


erst vor kurzer Zeit nachdriick- 


eines Antikérpers, die mit einer Antigenzersetzung verbunden 
wire. Da®B das Antigen bei der Reaktion mit dem Antik6érper 
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intakt bleibt, erhellt ja schon daraus, da man den neutralen 
Komplex auch nach langer Dauer seines Bestandes wieder disso- 
ziieren und selbst sehr labile Antigene mit allen ihren urspriing- 
lichen Eigenschaften restituieren kann (Roux und Calmette, 
Morgenroth und seine Mitarbeiter, Busson und Lowenstein). 
Wahlt man als Antigene empfindliche Zellarten wie Erythrocyten, 
bei denen sich Anderungen im EiweiBbestand oder gar bis zu den 
Aminosiuren reichende Verdauungsvorginge sofort und selbst 
fiir eine grobsinnliche Betrachtung verraten miiBten, so vermag 
man sich leicht zu iiberzeugen, daB ihre Verbindung mit einem 
spezifischen Antikérper zu keiner Alteration fiihrt, die sich mor- 
phologisch oder chemisch fassen lieBe. Erst die Intervention 
des Komplementes bewirkt den Eintritt der Cytolyse oder anderer 
cytotoxischer Effekte; aber auch die Lyse (Hiaimolyse, Bakterio- 
lyse) darf nach dem derzeitigen Stand unserer Kenntnisse nicht 
als Verdauung der antigenhaltigen Zellen aufgefabt werden 
(Nolf, Misch, Jobling und Petersen, Bordet, Doerr), und 
es existiert keine sichergestellte Tatsache, die uns berechtigen 
wurde, dem ,,Komplement™ die Funktionen einer Protease 
zuzuschreiben (Bronfenbrenner, Bordet, Jobling und 
Petersen, Lampl und Landsteiner). 

Nun hat in den letzten Jahren P. Hirsch die Vorstellungen, 
welche sich van Calecar iiber den Mechanismus der Immun- 
pracipitation gebildet hatte, wieder aufgegriffen und sie in fast 
unverinderter Form als ,,Arbeitshypothese“ tibernommen. Hirsch 
faBt die Pracipitation selbst als einen rein kolloidchemischen Proze{s 
auf, der infolge einer Anderung der Wasserstoffionenkonzentration 
in einem kolloidalen System (Gemisch von Antigen und Immun- 
serum) zustande kommt. Die Anderung (Vermehrung) der Wasser- 
stoffionenkonzentration soll dadurch entstehen, dab im Immun- 
serum Abwehrfermente vorhanden sind, welche die EiweiBkérper 
des Antigens zu sauer reagierenden Spaltprodukten abbauen. ,, Der 


Kern des ganzen Vorganges ist also die chemische, fermentative 


Spaltung von artfremden Proteinen, wihrend die spezifische 


Ausflockung geradezu als Folge, als ,.Nebenwirkung‘ erscheint“ 
(Langenstrass). 

Die von P. Hirsch fiir das quantitative Studium der ,,Ab- 
wehrfermentreaktionen*’ ausgearbeitete interferometrische Me- 
thode ,,.mit ihrer auBerordentlich feinen Ausdrucksfiahigkeit fiir 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 10 
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minimale Anderungen der Konzentration und der Refraktion 
von Lésungen™ schien ihm geeignet, auch auf ,,diejenige Abwehr- 
fermentreaktion, welche der spezifischen Pricipitation zugrunde 
liegen diirfte, neues Licht zu werfen‘’ (Langenstrass). In Ge- 
meinschaft mit K. Langenstrass verwendete Hirsch zur Ana- 
lyse der Immunpracipitation eine Untersuchungstechnik, die 
auf folgendem Gedankengange beruht: 

Vermengt man 2 Lésungen von verschiedenem Refraktions- 
(Interferometer-) Wert, welche chemisch miteinander nicht rea- 
gieren, so liBt sich der Interferometerwert (abgekiirzt IW.) des 
Gemenges als additive Funktion der beiden Komponenten be- 
rechnen. Besonders einfach liegt der Fall, wenn man gleiche Volu- 
mina der beiden optisch differenten Fliissigkeiten vermischt; 
dann erhalt man den IW. des Gemenges, wenn man einfach das 
arithmetische Mittel der IW. der Komponenten bestimmt. 
Diesem errechneten oder Sollwert der Gemenge entspricht ihre 
tatsichliche, direkt feststellbare Refraktion, zwar nicht mit 
absoluter Genauigkeit, aber doch in einem sehr weit angeniherten 
Grade. 

Trifft jedoch die Voraussetzung nicht zu, d. h. reagieren die 
Fliissigkeiten resp. die in denselben gelésten Stoffe miteinander, 
so miissen die abgelesenen und die errechneten Werte der Gemenge 
nicht mehr tibereinstimmen. Je nach dem Refraktionswert der 
neu entstehenden Substanzen kann der abgelesene Wert des 
Gemenges niedriger oder héher sein als der berechnete. Es ist 
aber selbstverstandlich auch méglich, daB eine Ubereinstimmung 
trotz chemischer Umsetzung gefunden wird, z. B. dann, wenn 
2 oder mehrere chemische Reaktionen nebeneinander ablaufen, 
welche den IW. des Gemenges antagonistisch beeinflussen und 
sich dabei gegenseitig im Endeffekt kompensieren. 

Hirsch und Langenstrass scheinen') anzunehmen, dab 
eine Spaltung von EiweiBmolekiilen eine Vermehrung der Refrak- 
tion notwendig nach sich ziehen muB. Bei der Immunpracipitation 
miiBte dann die Richtigkeit der Hypothese van Calcars dadurch 
zum Ausdruck gelangen, daB ein Gemenge von Pricipitinogen 
und Pricipitin einen IW. zeigt, der héher ist als das arithmetische 
Mittel der IW. der beiden Reaktionskomponenten. Doch wire dieses 
Ergebnis nur in dem Falle zu erwarten, da die Gesamtmasse 


1) Fermentforschung 3, 8. 
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aller Substanzen des Reaktionsgemisches in Lésung verharrt. 
Bei der Priacipitation trifft das jedoch nicht zu, da das EiweiB 
zum Teil ausflockt, wodurch die Refraktion selbstverstindlich 
erniedrigt werden muB. Vom Standpunkte der Autoren, welche 
an einen fermentativen Antigenabbau denken, sind daher, wie 
Langenstrass auseinandersetzt, 3 Endresultate méglich: 

1. Die Refraktionsvermehrung (Folge der fermentativen 
Spaltung) ist gréBer als die Verminderung (Folge der Aus- 
fiillung des Pricipitates), dann erhilt man eine Zunahme der 
Refraktion in der iiberstehenden Fliissigkeit gegeniiber dem 
berechneten arithmetischen Mittel der IW. von Pracipitinogen 
und Priacipitin. 

2. Die Refraktionsvermehrung ist gleich der Ver- 
minderung. Dann ist der Refraktionswert der iiberstehenden 
Fliissigkeit dem bezeichneten Mittel gleich, obwohl eine Substanz- 
verarmung durch Absetzen des Niederschlages notwendigerweise 
erfolgt sein muBte. 

3. Die Vermehrung ist kleiner als die durch Aus- 
flockung bedingte Verminderung. Dann weist die iiber- 
stehende Fliissigkeit im Vergleich zum arithmetischen Mittel 
der Reaktionskomponenten ein Refraktionsdefizit auf. 

Die sub 1 und 2 bezeichneten Versuchsergebnisse wiren 
direkt im Sinne von van Calear sowie von Hirsch und Langen- 
strass verwertbar. P. Hirsch hat auch de facto derartige Be- 
obachtungen gemacht, aber nicht oder nur ganz ausnahmsweise 
bei der Immunpricipitation, sondern bei einer anderen, mit der 
Pracipitation nicht ohne weiteres identifizierbaren Versuchs- 
anordnung, niamlich bei der spezifischen Ausflockung des 
Fickerschen Typhusdiagnostikums durch Typhusimmunserum. 
Doerr hat diese Angaben an anderer Stelle kritisch besprochen, 
so daB wir hier nicht niher darauf einzugehen brauchen. Es sei 
nur kurz betont, da} das Fickersche Diagnostikum verschiedene 
Stoffe (Carbolsiure usw.) enthalt, welche mit dem zugesetzten 
Immunserum bzw. mit Bestandteilen desselben chemisch reagieren 
und dadurch den Refraktionswert des Gemenges véllig unabhangig 
von der Antigen-Antikérperreaktion modifizieren kénnen. Es 
haitten somit zum mindesten Kontrollversuche mit Normalserum 
und mit einem heterologen Immunserum angesetzt werden miissen, 
was jedoch verabsiumt wurde. Abgesehen von dieser Fehler- 
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quelle, deren Nichtbeachtung jede Deutung der Resultate von 
vornherein ausschlieBt, fallt noch ins Gewicht, daB die normaler- 
weise gehemmte Autoproteolyse verschiedener Sera durch Zusatz 
von Phenol in Gang gebracht werden kann (Yamakawa und 
Okubo). 

Bei der Immunpracipitation konstatierten Hirsch und 
Langenstrass meist nur solche Refraktionswerte der iiber- 
stehenden Fliissigkeiten, die sich unter dem arithmetischen 
Mittel der Reaktionskomponenten hielten. Hier konnte der 
Beweis fiir die Fermenthypothese auf dire kte m Wege nicht mehr 
gefiihrt werden. Wohl aber vermochten die Autoren eine in- 
direkte Methode ausfindig zu machen, welche einen SchluB in 
dieser Richtung zulieB. Sie versuchten den Nachweis zu erbringen, 
da die Verminderung der Refraktion der iiberstehenden Fliissig- 
keit geringer ist als man nach der Masse bzw. nach dem Refraktions- 
wert des Pricipitates erwarten wiirde. Es handelte sich somit 
in technischer Hinsicht nur darum, den IW. des Priicipitates 
zu messen, eine Forderung, die P. Hirsch erfiillte, indem er die 
Priicipitate von der iiberstehenden Fliissigkeit absonderte, trock- 
nete, mit destilliertem Wasser, Ather und Alkohol wusch und 
dieselben schlieBlich in einer Fliissigkeit von bekanntem IW., 
in ®/,9-NaOH, wieder aufléste. Die durch die Lésung des Prici- 
pitates herbeigefiihrte Erhéhung des Refraktionswertes der 
NaOH gibt den Refraktionswert des Pricipitates an, und um 
diesen Betrag muBte sich eben der optische Wert der iiberstehen- 
den Flissigkeit vermindert haben, wenn bei der Pricipitation 
nur physikalische Vorginge intervenieren wiirden; liuft eine 
Proteolyse ab, dann wiirde die Verminderung der Refraktion der 
iiberstehenden Fliissigkeit kleiner sein als der durch die Nieder- 
schlagsbildung involvierte Verlust an optischer Dichte. Hirsch 
und Langenstrass berichten iiber Erfahrungen, welche fiir die 
letztgenannte Alternative zu sprechen scheinen und die somit 
im Sinne der ganzen Fragestellung als Beweise fiir die Ferment- 
natur der Pricipitine zu gelten hitten. P. Hirsch und Langen- 
strass sprechen sich allerdings nicht an allen Stellen ihrer Pu- 
blikationen mit der wiinschenswerten Klarheit dariiber aus, ob 
und in welchem Ausmafe sie durch ihre experimentellen Unter- 
suchungen die Lehre von der Fermentnatur der Priicipitine als 


verifiziert erachten. Indes hat doch Langenstrass (I. c. 8. 42) 
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ausdriicklich hervorgehoben, da} ,,eine reine Kolloidreaktion* bei 
der Pracipitation ,,sicher nicht in Frage kommt**. Vielmehr scheint 
ihm festzustehen, daf spezifischen Kraften (Fermenten, Abwehr- 
fermenten) die Hauptrolle zugeschrieben werden muB. Das Prii- 
cipitin wirkt nach seiner Ansicht ,,zunichst abbauend, und zwar 
spezifisch auf das Antigen. Dieser Vorgang ist ein rein chemischer. 
Spater, ,,vielleicht oder wahrscheinlich auch nebenher, tritt nun 
die eigentliche Pracipitation auf*. 

Zu dieser Hypothese und ihrer experimentellen Begriindung 
durch Hirsch und Langenstrass hat der eine von uns (R. Doerr) 
bereits vor Jahresfrist Stellung genommen und iiber interfero- 
metrische Untersuchungen von 4 Immunpriicipitationen und ver- 
schiedenen aspezifischen Kolloidflockungen berichtet, welche ihn 

- abgesehen von anderen Erwiigungen — zu einer entgegengesetz- 
ten Ansicht fiihrten. Nach Doerr zeigt die interferometrische 
Analyse der Immunpriacipitation dieselben Verhalt- 
nisse wie die Flockung von Eiweiblésungen durch 
Thor- oder Cer-Salze, eine Sachlage, welche die Annahme 
fermentativer Abbauprozesse des EiweiBantigens zur Erklairung 
der Immunpricipitation iiberfliissig macht. 

Die von Doerr verwendeten Versuchsanordnungen gestatten 
aber keinen vollkommen exakten Vergleich der Immunpracipi- 
tationen mit den als Pendants gewihlten Kolloidmodellen; es 
kénnen sowohl gegen die Methodik wie auch gegen die rechnungs- 
maBige Verwertung der interferometrischen Ablesungen Ein- 
winde erhoben werden, die allerdings an den mitgeteilten Resul- 
taten wie an ihrer Interpretation nichts Wesentliches ‘ndern 
wiirden. In Anbetracht der prinzipiellen Bedeutung des zur 
Diskussion stehenden Problems fiir die Auffassung der wichtigsten 
[mmunitatsreaktionen (Priicipitation, Anaphylaxie, Agglutination) 
haben wir uns aber doch entschlossen, die Arbeiten fortzusetzen. 
Um alle Fehlerquellen zu vermeiden, war zuniichst eine griind- 
liche, auf eine breite Basis aufgebaute Voruntersuchung tiber die 
Anwendungsweise und Anwendungsmdéglichkeit des interfero- 
metrischen Verfahrens notwendig, wenigstens in jenen Beziehungen, 
welche fiir die Fragestellung Bedeutung besaBen: vor allem war 
zu untersuchen, inwieweit aus Refraktionsinderungen 

Riickschliisse auf die chemisch-fermentative Natur 


eines Vorganges gezogen werden diirfen. Dann aber galt 
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es, die tatsichliche Beeinflussung der Refraktion durch 
die Immunpriacipitation médglichst exakt  festzustellen, 
exakter und in zahlreicheren Versuchen, als das in Doerrs erster 
Mitteilung der Fall war. 

Wir konnten, wie die folgenden Ausfiihrungen dartun werden, 
die von Doerr vertretene Auffassung, da sich die Refraktion 
bei Immunpricipitationen nicht anders verhilt wie bei unspezi- 
fischen EiweiBflockungen durch anorganische Kolloide, durch 
weiteres Beweismaterial stiitzen. Dariiber hinaus vermochten 
wir mit einer ganz einfachen neuen Versuchsanordnung 
(direkte Verfolgung des Priicipitationsvorganges im Interfero- 
meter) einwandfrei zu zeigen, daB in der ersten Phase der 
Pracipitation keine Refraktionsinderung eintritt. Nur 
diese erste Phase der Pricipitation, welche vom Vermengen des 
Pracipitinogens mit dem Pricipitin bis zum Beginne der Flockung 
reicht, kann aber fiir die Ursachen des spezifischen Fallungspro- 
zesses in Betracht gezogen werden. 


I. Voruntersuchungen. 

Bevor wir an die erneute interferometrische Analyse der 
Immunpracipitation herantraten, suchten wir uns durch eine 
gréBere Reihe von Vorarbeiten iiber die Leistungsfahigkeit 
des interferometrischen Verfahrens fiir die von uns ins 
Auge gefaBten Zwecke GewiBbheit zu verschaffen. Wir studierten 
daher in erster Linie die Einzelheiten der Technik. Sodann 
wurden interferometrische Messungen vorgenommen, und zwar 
a) bei Gemengenvon Fliissigkeiten ohne und mit wechsel- 
seitigen chemischen Affinitaten, b) bei rein kolloidalen 
Ausflockungen von EiweiBlésungen durch die Salze seltener 
Erden und c) bei echten Fermentationen. So gewannen wir 
eine Grundlage fiir die Beurteilung der Resultate der Haupt- 
versuche, welche sich mit der spezifischen, durch Antigen-Anti- 
kérperreaktion bedingten EiweiBfillung beschaftigten. 


1. Prinzip und Technik des interferometrischen Verfahrens. 

Ihrem Wesen nach sind Messungen mit dem Interferometer 
(Interferenzrefraktometer) Refraktionsbestimmungen. 

Die Refraktion ist eine physikalische (optische) Eigenschaft der 
Koérper, wird aber durch ihre chemische Struktur entscheidend beeinfluBt. 
Sie hingt daher ab: von der Zahl, der Art und den gegenseitigen 
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Beziehungen (Bindungen) der die Molekiile aufbauenden Atome. 
Daraus ergibt sich automatisch die doppelte Anwendung von Refraktions- 
bestimmungen; man kann sie benutzen, um zu Aussagen iiber die Kon- 
zentration eines Stoffes, z. B. einer Lésung von NaCl in destilliertem 
Wasser, zu gelangen, oder man kann sie zu Riickschliissen auf die chemische 
Zusammensetzung der gepriiften Stoffe verwenden. Da die Refraktion, 
besonders bei Fliissigkeiten, eine sehr exakt und relativ rasch meBbare 
GréBe ist, zu deren Ermittlung man iiberdies nur kleine Fliissigkeits- 
mengen benétigt, haben sich die Methoden der Refraktionsbestimmung 
in den verschiedensten physikochemischen und medizinischen Arbeits- 
gebieten eingebiirgert. 

Apparate zur Refraktionsbestimmung. Urspriinglich wurde 
die Refraktion durch Messung des Grenzwinkels der totalen Reflexion 
(Glanzwinkel) ermittelt. Darauf beruhen die verschiedenen Refraktometer- 
modelle (Abbee, Pulfrich), von welchen sich besonders das P ulfrichsche 
Eintauchrefraktometer in die medizinischen Laboratorien Eingang ver- 
schaffte. Das Bediirfnis nach einer weiteren Steigerung der Empfindlichkeit 
fiihrte in der Folge zur Anwendung des Prinzips der Ablenkung des 
Interferenzspektrums der zu priifenden Lésung bzw. des zu unter- 
suchenden Gases gegeniiber dem Spektrum eines Vergleichsmediums. 
Die ersten nach diesem Prinzip konstruierten Apparate stammten von 
Jamin, Michelson und Lord Rayleigh. In Deutschland gab Loewe 
dem Rayleighschen Apparat im Laboratorium der Firma ZeiB eine andere, 
die praktische Brauchbarkeit erhdhende Form und stellte 2 Typen her, 
welche verschiedenen Zwecken dienen und von welchen die eine als Gas- 
interferometer, die andere als Fliissigkeitsinterferometer be- 
zeichnet wird. Mit dem letztgenannten Apparat wurden die optischen 
Untersuchungen iiber die Immunpracipitation angestellt, sowohl die von 
Hirsch, Langenstrass und Doerr, als auch die Experimente, welche 
den Inhalt der vorliegenden Mitteilung bilden. Barus in Amerika benutzt 
seit 1911 fiir physikalische Studien ein von ihm selbst konstruiertes Instru- 
mentarium, welches er nach dem zugrunde gelegten MeBprinzip ebenfalls 
Interferometer nennt, das aber wesentlich von dem Loeweschen Fliissig- 
keitsinterferometer abweicht. 

Hinsichtlich der Technik der interferometrischen 
Untersuchung verweisen wir im allgemeinen auf die in den 
Publikationen von Loewe, Mare, Hirsch, Schmeel und 
Langenstrass niedergelegten Gebrauchsanweisungen und Er- 
fahrungen. Wir wollen hier auf methodologische Details nur so weit 
eingehen, als wir das fiir die Bewertung unserer Versuchsergebnisse 
fiir nétig erachten. 

DafS man bei einer verhaltnismaiBig recht empfindlichen 
Methode Fehlerquellen zu_ beriicksichtigen hat, ist wie bei 


allen feineren Messungen von vornherein zu erwarten. Die Exakt- 
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heit der interferometrischen Untersuchungen beruht auf der 
Richtigkeit und Genauigkeit der optischen Messung einerseits 
und auf der Zuverlissigkeit der Abmessung und der Erhaltung 
der Reaktionsvolumina andererseits. Nach beiden Richtungen 
muB die GréBe, die Hiufigkeit und die Vermeidbarkeit 
der méglichen Fehler bekannt sein und bei der Deutung der 
gewonnenen Resultate beachtet werden. 

Um die vielen vermeidbaren Fehler auszuschalten, hielten 
wir uns streng an die von den genannten Autoren mitgeteilten 
Vorschriften und Ratschlige, von deren Richtigkeit und Not- 
wendigkeit wir uns im groBen ganzen selbst tiberzeugen konnten. 
So verwendeten wir zur Verbesserung der Ablesung helles, nicht 
zu grelles Licht (AnschluB der Lampchen an die Lichtleitung 
unter Vorschaltung eines von der Firma ZeiB gelieferten Wider- 
standes) und dimpften die Beleuchtung des Laboratoriums 
stark ab, wodurch sich die Empfindlichkeit des beobachtenden 
Auges fiir feine Differenzen wesentlich erhéht. 


Zur Auswahl (Einstellung) des richtigen Streifenpaares bedienten wir 
uns der angegebenen Kautelen und Kunstgriffe (richtige, zentrale Augen- 
haltung, Bewegung des Auges vor dem Okular, Drehung des Okulars, 
Dunkeladaptation usw.). Die Ablesungen wurden erst nach vollzogenem 
Temperaturausgleich vorgenommen; jede Einzelmessung griindete sich 
ausnahmslos auf das Ergebnis wiederholter Ablesungen mit eingeschaltetem 
Umschiitteln des Kammerinhaltes. Untersuchungen mit héher konzen- 
trierten, heterologen Lésungen wurden konform den Forderungen von 
Langenstrass bei einer waihrend des ganzen Experimentes konstanten 
Temperatur durchgefiihrt. 

Vor allem aber haben wir uns bemiiht, die zu messenden Lésungen 
und die Vergleichsfliissigkeiten so einzustellen, daB die abgelesenen Inter- 
ferometerwerte (IW.) auch bei Verwendung der 4cm-Kammer um 1500 
Trommelteilen (TT.), durchschnittlich sogar unter 1200 TT. lagen, wodurch 
sie aus dem korrekturbediirftigen Bereich in das nichtkorrekturbediirftige 
geriickt wurden. (Die Aichkurve, die wir fiir unser Instrument mit Koch- 
salzlésungen anlegten, zeigte Abweichungen der abgelesenen von den 
berechneten Werten von 1300 TT. angefangen.) 

Die Nullage (Einstellung bei Fiillung beider Kammerhalften mit 
der gleichen Fliissigkeit) wurde bei jedem Versuche neu ermittelt, obwohl 


sie ziemlich konstant mit 25 (+0,5) TT. bestimmt werden konnte. Auf 
die Vermeidung der Verdunstung der Versuchsfliissigkeiten innerhalb und 
auBerhalb der Kammern sowie auf die Hintanhaltung von bakteriellen 
und anderweitigen Verunreinigungen, endlich auf die Ausschaltung 
von Fehlern beim Pipettieren wurde selbstverstindlich groBes Gewicht 


gelegt. 
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Trotz strenger Befolgung dieser Vorschriften haften jedoch 
dem Verfahren noch einige weitere, nicht oder wenigstens 
nicht immer vermeidbare Fehler an, so daf} bei der Deutung 
der Befunde mit einer gewissen, noch zu fixierenden Fehlerbreiie 
zu rechnen ist. Die hauptsichlichsten unvermeidbaren Fehler sind : 

a) der Ablesungsfehler, 

b) die unvermeidlichen Fehler beim volumetrischen 

Arbeiten, 

c) die Streifenverwechslung. 

Die beiden erstgenannten Fehler kénnen im Verhaltnis zur 
Empfindlichkeit des Apparates als gering taxiert werden. 

Der Ablesungsfehler kommt gegeniiber dem EinfluB anderer Fehlet 
fast gar nicht in Betracht; wir bemessen ihn gleich Schmeel auf +1 TT. 

Auch die Fehler beim volumetrischen Arbeiten involvieren 
keine bedeutenden Fehlausschlige und werden naturgema® sehr ein- 
geschrankt, wenn die Refraktionen der in einem Versuche verwendeten 
Fliissigkeiten nicht sehr erheblich differieren. Mischt man z. B. 2 Lésungen, 
deren IW. nicht stark voneinander verschieden sind, zu gleichen Teilen, 
so wird eine Ungenauigkeit in der Volumsabmessung den optischen Wert 
des Gemenges nur wenig beeinflussen, waihrend sich ein Fehler gleichen 
Grades beim Vermengen von destilliertem Wasser mit 5°, Kochsalzlésung 
sehr unangenehm bemerkbar machen wiirde. Wir haben nun — wie erwahnt 

bei jedem einzelnen Versuch stets nur Fliissigkeiten benutzt, deren LW. 
3 in einem MeBintervall von 1400 TT. lagen; dadurch fielen nicht nur die 
i miBlichen Korrekturen weg, sondern es wurde der volumetrische Fehler 
; einem unvermeidlichen Minimum angenahert. 
i Uber die effektive GréBe der sub 2 genannten Fehler verschafften 
wir uns in doppelter Weise Kenntnis: einmal durch Auswigen des Pipetten- 
inhaltes, dann aber auch in der Weise, daB wir mehrere Proben eines Ge- 
misches herstellten und jede von ihnen in der 4cm- und in der 2 cm- 
Kammer ausmafen. Nach diesem Schema wurde der nachstehende Ver- 
such angestellt, welcher 3 Gemenge von 0,03°,, mit 0,3 proz. Kochsalzlésung 
zu gleichen Teilen betrifft: 


IW. Mittlerer Differenz gegen 
(4 cm-Kammer) Fehler den berechn. Wert 
ee ae 892 LJ 7 
* MRS te ae 8 893 12 6 
ane eS 888 3 11 
IW. Mittlerer Differenz gegen 
(2 em-Kammer) Fehler den berechn. Wert 
Gemenge a) 460 10,7 5 
* od ey eee 460 LO.7 Ls 


os Oe) oa ee ae es 458 1,3 -3 
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Auf Grund unserer Erfahrungen beziffern wir den aus unver- 
meidlichen volumetrischen Fehlern hervorgehenden mittleren 
Messungsfehler mit +5 TT. — Bei sehr ungiinstigen gegen- 
seitigen Volums- und Konzentrationsverhiltnissen der miteinander 
zu mischenden Fliissigkeiten kann er héhere Werte annehmen; 
unter den Bedingungen, die bei unseren Experimenten gegeben 
waren, sehen wir aber, daB die Genauigkeit der Volumsabmes- 
sungen der Genauigkeit der interferometrischen Refraktions- 
bestimmung so ziemlich entspricht. 

Der wichtigste, weil gréBte der unvermeidlichen Fehler ist 
die Streifenverwechslung; man stellt ein falsches Streifen- 
paar tiber das Minimum nullter Ordnung des fixen Spektrums. 
Wir pflichten in dieser Beziehung Loewe, Hirsch und Langen- 
strass insofern bei, als auch wir die Erfahrung gemacht haben, 
daB die Einstellung des richtigen Streifenpaares bei entsprechender 
Ubung und Sorgfalt in der Regel gelingt. Bei gréBeren Wertungs- 
reihen muBten wir aber wiederholt konstatieren, dai} die eine 
oder die andere Ablesung offenbar um ein Streifenpaar zu hoch 
oder zu niedrig ausgefallen war!), oder da die Entscheidung. 
welches von 2 benachbarten Streifenpaaren das richtige ist, nicht 
mit Sicherheit gefaillt werden konnte. Diesen Schwierigkeiten 
bei der Auswahl des richtigen Streifenpaares sind nicht wir allein 


begegnet; sonst hitten sich wohl nicht fast alle Autoren, die iiber 


die Verwendung des Interferometers berichteten, so ausfiihrlich 
mit diesem Problem beschiaftigt. 

Marc hat 1911 die Ursache dieser Schwierigkeiten systematisch 
untersucht. Er priifte kolloidale Lésungen (Gelatine, EiweiB) und ermittelte 
zunichst eine Ausgangskonzentration, bei welcher eine Einstellung mit 
voéllig identischem oberen und unteren Streifenpaar méglich war. Wurde 
nun die Konzentration des Hydrosols sukzessive erhoht, so gelang es alsbald 
nicht mehr, im oberen Interferenzband ein Streifenpaar zu ermitteln, 
welches mit dem unteren feststehenden Streifenpaar véllig identisch war. 
Es zeigte sich folgende Erscheinung. Bei der Versuchsanordnung von 


1) Solche Irrtiimer wird man gewahr, wenn man einen und denselben 
Versuch doppelt ansetzt und durchfiihrt oder wenn man bei einem Versuch 
alle Abmessungen in 2 Kammern (4 cm und 2 cm) vornimmt. Es kann sich 
dann ereignen, da8 im ersten Falle eine Messung offenkundig gerade um 
eine Streifenbreite (etwa 20 TT.) aus der Reihe der anderen Ablesungen 
herausspringt, oder daB im zweiten Falle die Ablesung in der einen Kammer 
nicht dem mit der anderen Kammer gewonnenen Wert entspricht, sondern 
ebenfalls um eine Streifenbreite abweicht. 
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Marc ist die Konzentration der untersuchten Proben jeweils bekannt; 
man kennt daher im voraus den jeder Konzentration entsprechenden LW., 
daher natiirlich auch das ,,richtige’’ Streifenpaar. Dieses wird aber 
wie gesagt — mit steigender Konzentration dem unteren immer un- 
ihnlicher, wahrend gleichzeitig das nachsthéhere Streifenpaar immer 
ahnlicher wird, bis man schlieBlich zu einer Konzentration kommt, bei 
welcher nicht das_,,richtige‘*, sondern das nachsthdhere Streifenpaar 
mit dem unteren Streifenpaar identisch ist. Ware diese Konzentration 
unbekannt, so miiBte der Beobachter notwendigerweise um eine Streifen- 
breite zu hoch einstellen und dementsprechend auch die Konzentration 
der Lésung zu hoch veranschlagen. 

Steigert man die Konzentration des Kolloids noch weiter, so wiederholt 
sich dieses Spiel von neuem. Die Lange dieser Perioden ist fiir verschiedene 
Stoffe verschieden; fiir Albumin betragt sie z. B. 270 TT. (in der 2 cm- 
Kammer). Mehr als 2 Perioden muBte Marc in dem iiblichen MeBintervall 
in keinem Falle beriicksichtigen. Entsprechend dem sprungweisen Vor- 
riicken der Einstellung um ein Streifenpaar erhalt man beim Anlegen von 
EKichkurven fiir kolloide Lésungen Linien mit Knicken; das Intervall 
zwischen 2 Knicken begrenzt immer eine Periode des geschilderten Streifen- 
wechsels. Kristalloide L6sungen zeigen diese Erscheinung nicht, 
wenigstens nicht bei niederen Konzentrationen; bei H ydro- 
solen dagegen und bei Messungen, die sich in einem groBen 
Intervall bewegen, mu8 sie zur Geltung kommen und re prasen- 
tiert dann eine Quelle recht betrachtlicher Fehler. Man sucht 
daher nach dem Vorgange von Mare fiir kolloidale Fliissigkeiten Eich- 
kurven anzufertigen, welche es gestatten, die Unstetigkeiten in Rechnung 
zu setzen. Leider ist das jedoch nicht immer méglich, wie z. B. bei Ver- 
suchen mit ausflockenden Gemischen von Serum und Antiserum, und dann 
bleibt eben nichts anderes iibrig, als bei den Resultaten einen méglichen 
Irrtum um eine Streifenbreite (bei unserem Apparat um 20 TT.) in Kauf 
zu nehmen resp. bei der Deutung der Resultate zu_beriicksichtigen. 
Gans und Bose sehen die Ursache der Mareschen Spriinge in der 
verschiedenen Dispersion zwischen dem Kolloid (und zwar der Substanz 
selbst, nicht ihrer Lésung) auf der einen Seite der Kammer und zwischen 
dem Kompensator auf der anderen Seite. 

Schmeel meint beziiglich des Einstellens, daB es sich oft nur um 
das Aufsuchen einer ,,Optimalstellung handle und daB die Schwierigkeiten 
der Einstellung besonders groB werden, wenn zwischen den an einer be- 
stimmten Lésung vorgenommenen Ablesungen Messungen anderer Fliissig- 
keiten ausgefiihrt werden, ein Vorgang, den aber gerade unsere Versuchs- 
anordnung erfordert. 

P. Hirsch hat zwar anlaBlich seiner ersten Bemiihungen, die interfero- 
metrische Methode in die Technik der Abwehrfermentstudien einzufiihren, 
von einer ,,Nullmethode* gesprochen, ,,die erfahrungsgemaB bei den ver- 
schiedenen Beobachtern durch Ausschaltung aller subjektiven Beobach- 


tungsfehler zu gleichmaBigen und genauen Resultaten fiihrt. Er hat aber 


in der Folge mit seinem Mitarbeiter Langenstrass die Vorschriften iiber 





156 R. Doerr ue W. Berger: 


die Streifenwahl selbst teilweise geandert und zugegeben, dab es schlieBlich 
darauf hinauskommt, ,,daB sich jeder Beobachter in einer Reihe von Vorver- 
suchen diejenige Methode aussucht, mit der er die besten Ergebnisse erzielt**. 

Wir haben der Reihe nach alle Vorschriften fiir die Streifen- 
wahl (Loewe, Marc, P. Hirsch, Schmeel, Langenstrass) 
erprobt. In manchen Fallen lassen alle im Stich. Gut bewahrte 
sich das Aufsuchen der optimalen Nullstellung fiir eine bestimmte 
Art von Lésungen und das Festhalten an der hierbei ermittelten, 
durch die Farbsiume der Streifen charakterisierten Streifenstellung 
bei allen weiteren Messungen desselben Experimentes. Von groBter 
Wichtigkeit erscheint uns ferner die Forderung nach streng zen- 
traler Augenhaltung; die einzustellenden Streifenpaare sollen 
genau in die Mitte des dunklen, kreisférmigen Gesichtsfeldes 
zu liegen kommen. Das Anbringen einer Visiervorrichtung, etwa 
eines Fadenkreuzes zwischen Okular und Spektrum ist leider nicht 
moglich, weil eine Zylinderlinse als Okular dient (Haber u. Loe we). 

Nicht selten ist man bei fraglichen Einstellungen darauf 
angewiesen, jene Einstellung zu wahlen, welche dem bei einer 
anderen Kammerlinge erhaltenen Wert oder anderen Messungen, 
die man zur Kontrolle heranzuziehen berechtigt ist, besser ent- 
spricht. Daher erscheint es eben sehr ratsam, die Aufdeckung 
und Korrektur derartiger Fehler durch die Anordnung der Ver- 
suche a priori zu erméglichen, indem man die Experimente 
doppelt oder dreifach ansetzt und simtliche Fliissigkeiten jedes 
Versuches in 2 Kammern von verschiedener Lange (4 und 2 cm 
oder 2 und 0,5 cm) ausmiBt. Die Versuche, die ohnehin schon ganz 
betrichtliche Anforderungen an peinlich sauberes und gewissen- 
haftes Arbeiten stellen, werden dadurch natiirlich nicht leichter 
und einfacher, wohl aber viel verlaBlicher und iiberzeugender. 

Die IW., welche sich fiir eine Fliissigkeit bei einfacher 
und doppelter Lange der Kammer ergeben, verhalten sich theore- 
tisch genau wie | : 2; in praxi sind kleine Schwankungen bis zu 
+5 TT. haiufig. Nahert sich aber die Differenz einer Streifen- 
breite, so deutet das auf Fehler in der Streifenwahl. Bisweilen 
begegnet man allerdings auch Differenzen, die eine halbe Streifen- 
breite betragen. Es darf daher auch nicht iiberraschen, wenn 
die in der 2cm- und in der 4cm-Kammer gewonnenen End- 


resultate eines komplizierten, von vielen Messungen abhingigen 


Versuches nicht immer genau den Quotienten 2 ergeben. 
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Im Hinblicke auf die von P. Hirsch zuerst angewendete 
und von uns modifizierte Methodik der Analyse von Eiweib- 
fallungen miissen wir also nachdriicklichst darauf aufmerksam 


machen, das mit kolloidalen Lésungen keine so exakten 









Ablesungen und somit auch keine so eindeutigen Ver- 





suchsergebnisse zu erzielen sind wie mit Lésungen 
von Kristalloiden; das gilt schon fiir den Fall, daB man nur 





mit einem einzigen, blo der Konzentration nach vartierten 





Hydrosol arbeitet, in weit h6herem AusmaBe jedoch, wenn meh- 





rere, verschieden zusammengesetzte Kolloidlésungen gemessen 





werden miissen und das Endresultat beeinflussen. Den vor- 





stehenden Ausfiihrungen zufolge sollten eben fiir jedes einzelne 
Hydrosol besondere Eichkurven nach Mare angelegt werden. 


Das ist jedoch bei der von Hirsch benutzten Technik zum Stu- 







dium der Immunpricipitation nicht realisierbar, zum mindesten 





nicht fiir das Gemisch von Pracipitinogen und Priacipitin. Eine 





weitere Erschwerung der Messung liegt in der mehr weniger 






rotlichen Eigenfarbe mancher leicht hamolytischen Sera. Unter 







diesen Umstiainden mu man mitunter auch erheblichere Fehler 
erhalten, als sie durch die fehlerhafte Ablesung und die unvermeid- 
lichen Ungenauigkeiten der Volumetrie bedingt sind. Eine 
Streifenverwechslung beim Ausmessen der Pracipitatlésung wird 
z. B. im Endresultat einen Fehler von rund 20 TT. zur Folge 


haben; Fehlablesungen bei Bestimmung der Ausgangslésungen 









erscheinen wieder in dem daraus berechneten Sollwert der Mi- 





schung von Antigen und Immunserum und kénnen durch die 





vielen Rechenoperationen, welche das Verfahren von Hirsch 






erfordert, sowohl eine VergréBerung als auch eine Verkleinerung 
‘aa . . ‘ in . 

erfahren. Uberhaupt liegt eine Schwiaiche der von Hirsch an- 

gegebenen Methodik darin, daB der [W. des Gemisches von Antigen 


und pricipitierendem Antiserum nur berechnet und nicht direkt 







gemessen wird. Wir werden zeigen, wie man diesem Ubelstande 





abzuhelfen vermag. 







2. Das Verhalten der Refraktion beim Mischen von Fliissigkeiten, die 
miteinander nicht reagieren. 













Wenn beim Vermengen von mischbaren  Fliissigkeiten 





Temperaturschwankungen, chemische Umsetzungen und _ solche 


Volumsveriinderungen, welche von der einfachen Addition der 
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vermengten Volumina abweichen, nicht stattfinden, sind die 
Beziehungen des Refraktionswertes des Gemenges zu den Re- 
fraktionswerten seiner Komponenten relativ einfach. Die Re- 
fraktion verhilt sich dann rein additiv (Lorentz - Lorenz, 
Gladstone, Landolt, Briihl u. a.) und das optische Ergebnis 
des Mischungsvorganges laBt sich im voraus mit einer praktisch 
ausreichenden Anniherung an den direkt feststellbaren Wert 
berechnen. Da die Refraktion einer Fliissigkeit bei konstanter 
Temperatur und innerhalb gewisser Grenzen der Konzentration 
direkt proportional ist (Quincke, Robertson, Wintgen 
u. a.), kénnen wir uns bei der Berechnung des Refraktionswertes 
eines Gemenges der bezeichneten Art der allgemein gebriuchlichen 
Mischungsformel bedienen, die in Anwendung auf den vorliegen- 
den Fall folgende Gestalt annimmt: 


: IW,-v,+1We.-v%.4+... 
IW, = : (1) 
i++... 
Allgemeine Mischungsformel 

IW, und JW, bedeuten die Interferometerwerte der ver- 
mischten Fliissigkeiten, JW, den Interferometerwert des Ge- 
misches und v,, v,, v, die zugehérigen Volumina. In dieser all- 
gemeinen Fassung kann die Formel auf Mischungen in belie- 
bigen Proportionen angewendet werden. Die Diskussion 
der Formel lehrt, da8 man mit ihrer Hilfe berechnen kann: 

a) die Refraktion eines Gemenges, wenn die Komponenten 
(nach Refraktion und Volumen) bekannt sind; 

b) die Refraktion einer Komponente und 

c) das Volumen des Gemenges oder einer Komponente, 
falls alle iibrigen Werte ziffernmiBig feststehen. 

Von den beiden erstgenannten Méglichkeiten werden wir bei 
unseren Versuchen Gebrauch machen. 

In dem sehr hiufigen Spezialfall des Vermengens gleicher 
Volumina von 2 miteinander nichtreagierenden Fliissigkeiten 
reduziert sich die allgemeine Mischungsformel auf die (auch von 
P. Hirsch benutzte) Gleichung: 

IW, = si tic oad 


SchlieBlich laBt sich die Formel auch auf die bloBe Ver- 


diinnung mit destilliertem Wasser anwenden, wobei JW, gleich 


Seeremtit 7 
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Null wird und die Formel eine weitere Vereinfachung erfahrt. 
Fiir die n-fache Verdiinnung lautet sie dann: 
IW, 
IW, (3) 


n 

Verdiinnungsformel 
Sie driickt jetzt einfach die Tatsache aus, welche den Aus- 
gangspunkt der ganzen Betrachtung bildet, dafs niamlich die 
Refraktion mit der Anderung der Konzentration eines gelésten 
Stoffes steigt und fallt, daB also z. B. der doppelten Konzen- 
tration einer wisserigen Lésung ein doppelter Refraktionswert 
entspricht. 

Von der Anwendbarkeit der allgemeinen Mischungsformel (1) kann 
man sich tiberzeugen, indem man verschiedene Volumina von Kochsalz- 
lésungen verschiedener Refraktion vermengt und den beobachteten Wert 
des Gemisches mit seinem berechneten Sollwert vergleicht. Die Uberein- 
stimmung ist eine ganz bemerkenswerte, wenn man bedenkt, wie sehr die 
Komponenten des Gemenges nach Volum und Refraktion differieren: 


Versuch. 


lcem 2proz. NaCl + 19 ccm 0,27 proz. NaCl werden gemengt. 
IW (4cem- Kammer) 
Serena als 
. 20fache Ver- 
Sg) ete eee ae ee oe 10,920} .. ; 
diinnung einer 


0,2 proz. Lés. !) 


Cg Se ee ee 

Gemenge beobachtet, Probe a) 1963 

Gemenge beobachtet, Probe b) . ..... . 1964 
; 10.920 +- 1492,19 

Gemenge berechnet, JW, oy 1963 

Differenz (berechn. — beob. Wert) a) ... . 0 

b) ee See i. 


Aus einer gréBeren Anzahl solcher Mischungsversuche mit 
indifferenten Fliissigkeiten 1iBt sich dann der durchschnitt- 
liche Fehler dieser Versuchsanordnung bestimmen. Wir fiihren 
zunichst noch einige Beispiele von Mischungen nichtreagierender 
Fliissigkeitspaare an, beschrinken uns jedoch auf die Wiedergabe 
der Differenz zwischen beobachtetem und berechnetem Wert, 
wobei das negative Vorzeichen besagt, daB der beobachtete Wert 
kleiner gefunden wurde als er der Rechnung nach hatte sein 
sollen. 
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Differenz in der Differenz in der 


Gemischte Fliissigkeiten: 2 cm-Kammer 0,5 em-Kammer 

Kochsalzlésung + dest. Wasser 7 L10 

= ‘- Kochsalzlésung . . 1,3 +] 
verd. NaOH ’ _ oe, 6,5 a) 
verd. Pferdeserum + Kochsalzlésung . 6 10 
Thornitratlésung 4 a ‘ 5 9 

dest. Wasser . 7 
* - Cerchloriirlésung 1] —6 


Eine absolute Identitat der berechneten mit den 
beobachteten Werten laBt sich daher nicht erzielen, 
nicht einmal beim Verdiinnen einer Salzlésung mit destilliertem 
Wasser, obwohl hier chemische Umsetzungen gewiB nicht in Frage 
kommen. Man kénnte héchstens bei sehr starken Verdiinnungen 
an einen EinfluB der zunehmenden Dissoziation denken. Disso- 
ziationen kénnten jedoch nur in dem Falle Abweichungen von 
der Verdiinnungsregel bedingen, daB die Summe der Ionen- 
refraktionen nicht gleich der spezifischen Molekularrefraktion 
ist, da also durch die Dissoziation chemische Bindungen auf- 
gehoben werden, welche fiir die Refraktion des Gesamtmolekiils 
in Betracht kommen. Wir kénnen auf dieses Problem nicht 
weiter eingehen und wollen nur bemerken, daB bei stirkeren 
Kochsalzverdiinnungen ein Einfluf der Dissoziation nicht zu 
konstatieren war. Die Dissoziation miBte sich in einer Reihe 
steigender Verdiinnungen héheren Grades immer starker bemerk- 
bar machen, was aber nicht zutrifft. Vielmehr entsprechen die 
Werte — von den irreguliren kleinen Schwankungen abgesehen — 


der Verdiinnungsregel. 


Konzentration IW. IW. 
der NaCl-Lésung (4 cm-Kammer) (2 cm-Kammer) 
0,02% 102 51 
0,01% 50 26 
0,005% 25 14 


Wir ziehen aus diesen und den schon friiher besprochenen 
Versuchen mit Parallelproben den SchluB, daB die beim Ver- 
mengen von nichtreagierenden Fliissigkeiten erhaltenen End- 
refraktionen der Gemenge mit groBer Anniherung nach der 
angegebenen Formel berechnet werden kénnen; der mittlere Fehler 
betragt fiir diese Versuchsanordnung + 10 TT. fiir die 2 cm- und 


fiir die 0,5 em-Kammer. 
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3. Das Verhalten der Refraktion beim Vermengen yon Fliissigkeiten, 
die miteinander reagieren. 

Die Refraktion hingt wie bereits auseinandergesetzt 
wurde nicht nur von der Zahl der Molekiile, sondern auch von 
der chemischen Zusammensetzung derselben ab. 

Jedem Atom kommt eine ihm eigene, spezifische Refraktion (Ato m- 
refraktion) zu. Die spezifische Molekularrefraktion entspricht 
gewohnlich der Summe der Atomrefraktionen; bei manchen Molekiilen 
jedoch (besonders bei C-, O- und N-Verbindungen) erhéht sich die Summe 
der Atomrefraktionen um bestimmte Werte, welche von gewissen Bindungen 
der Atome abhingen (,,optisch aktive Bindungen‘‘), eine Tatsache, die 
schon mit Erfolg zur Erforschung unbekannter chemischer Konstitutionen 
benutzt wurde, z. B. von F. Pregl in seinen Untersuchungen iiber Abké6mm- 
linge der Gallensiuren. Auf Grund dieser Abhingigkeit der Refraktion 
von der chemischen Struktur miissen wir bei Mischungen von Fliissigkeiten, 
die von chemischen Umsetzungen begleitet sind, 3 Eventualitaten beriick 
sichtigen: 

a) Das Gleichbleiben der Refraktion, wenn durch die chemischen 
Umsetzungen keine optisch aktiven Bindungen tangiert werden und wenn 
bei den Umsetzungen kein Wasser austritt. 

b) Die Erhéhung der Refraktion, wenn neue optisch aktive Bindungen 
zustande kommen oder wenn Wasser zerlegt wird und dessen Ionen H und 
OH in andere Verbindungen eintreten. Der Hydroxyl-O hat z. B. eine andere 
Refraktion als der O in anderer Verkettung, z. B. in Carboxylgruppen. 

c) Die Verringerung der Refraktion, wenn optisch aktive Bindungen 
aufgehoben werden oder wenn Wasser austritt und sich in Lésungsmittel 
verwandelt. 

Das Freiwerden von Wasser spielt bei der Differenzmessung det 
Refraktion, wie sie im Interferometer vorgenommen wird abgesehen von 
der verschiedenen Wertigkeit des O je nach der Art seiner Bindung noch 
eine besondere Rolle. Die H- und O-Atome des freiwerdenden Wassers 
beteiligen sich, solange sie an andere Atome gebunden sind, mit ihret 
spezifischen Atomrefraktion an der Refraktion des Gemenges; zu destil- 
liertem Wasser vereinigt kommen sie dagegen fiir das MeBergebnis gar nicht 
in Betracht, da ja die Refraktion der in destilliertem Wasser gelésten 
Stoffe gegen destilliertes Wasser als Vergleichsfliissigkeit gemessen 
wird. 

Wiahrend einfache Konzentrationsinderungen mit Hilfe der 
Refraktion auch quantitativ leicht zu untersuchen sind, liegen die 
Verhiltnisse bei chemischen Reaktionen, speziell bei unvoll- 
kommen verlaufenden und reversiblen Prozessen weit ungiinstiger 
und gestatten nicht ohne weiteres eine quantitative Analyse. 
EKinen chemischen Vorgang kann man mit dem Interferometer 


nur dann messend verfolgen, wenn sich bloB wenige Komponenten 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 1] 
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des Reaktionsgemisches aindern und wenn man auBerdem sowohl 
die Endprodukte der Reaktion als auch die Reste der Ausgangs- 
stoffe nach Menge, chemischer Konstitution und _ spezifischer 
Refraktion genau kennt. Wenn mehrere Reaktionen nebeneinander 
verlaufen, stellt die Refraktionsbestimmung stets nur ein indirek- 
tes, von sehr vielen Voraussetzungen abhangiges quantitatives 
Verfahren dar. 

Eine so vollkommene Einsicht in das chemische Geschehen, 
wie sie hier gefordert werden mu, besitzen wir nun wohl bei zahl- 
reichen chemischen, aber nur ausnahmsweise bei den sogenannten 
biologischen Reaktionen. Fiir letztere bleibt daher die refrakto- 
metrische Untersuchungsmethode ein vorwiegend q ualitatives 
Verfahren, d. h. man sucht einfach festzustellen, ob sich bei einem 
bestimmten Vorgang tiberhaupt eine Refraktionsinderung voll- 
zieht. Bei manchen ihrem Wesen nach vollstiindig ungeklarten 
Prozessen, wie z. B. bei den Immunitiatsreaktionen, kénnte eine 
derartige rein qualitative Methodik immerhin einen Forschritt 
insofern bedeuten, als die Refraktionsinderung unter Umstinden 
der einzige Indicator sein kann, der eine Anderung der moleku- 
laren Zusammensetzung tiberhaupt nachweisbar macht. Auf 
Grund der soeben erérterten Beziehungen zwischen Refraktion 
und chemischem Geschehen darf man allerdings bei solchen Ver- 
suchen nur von einem positiven Befund, d. h. von einer Refrak- 
tionsiinderung einen AufschluB erwarten. Ein negatives Resultat 
d. h. das Gleichbleiben der Refraktion sagt nur aus, dal} die Ge- 
samtzahl der Atome dieselbe geblieben ist und das etwaige 
optisch aktive Bindungen intakt erhalten wurden; dabei kénnen 
jedoch groBe Molekile in ihre Bausteine zerlegt worden sein 
oder es braucht sich ebensogut gar kein chemischer Vorgang 
abgespielt zu haben. 

Die Richtigkeit dieser fiir das Verstandnis unserer Unter- 
suchungen notwendigen Uberlegungen sei durch interferometrische 
Analysen einer einfachen chemischen Reaktion und _ einiger 
fermentativer Prozesse illustriert. 

Versuch: Salzbildung mit Anderung (Verringerung) der 
tefraktion gegeniiber dem berechneten Sollwert des Gemenges. 
Entstehung von Kochsalz aus Salzsiure und Natronlauge. 
Interferometerwerte in der 4 cm-Kammer gemessen mit destilliertem Wasser 


_als Vergleichsfliissigkeit. 
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Seale EE eu Fe Gat wh om ewe. es wes heme bia 263 TT. 
I OO a a eee a eee ea ae 380 ,, 
a 3 2. aa berechnet nach der Mischungsformel. .. . . 311 

i ae ee eee ae ae ee ae 164 ,, 
5. Differenz zwischen beobachtetem und berechnetem Wert 147 
es a ar ee 163 ,, 
7. Differenz zwischen 4. und 6... .. 2... . aoe + 


Ware nur bekannt, was beider Vereinigung von HCl und NaOH 
im allgemeinen vor sich geht, so bliebe es uns ganz unverstandlich, 
warum der beobachtete Wert (164 TT.) um so viel niedriger aus- 
fallt als der nach der Berechnung zu erwartende (311 TT.). Trotz 
der hohen Verdiinnungen und der entsprechend niedrigen IW. 
gegen destilliertes Wasser stoBen wir auf die grobe Differenz von 
—147 TT., die aber genau der Berechnung entspricht, wenn der in 
diesem Falle bekannte chemische Vorgang zugrunde gelegt wird: 

M/1997 NaOH + /199-HCl = ®/299-NaCl + H,0. 

D/ 5997 NaCl = 0,029°%, NaCl und fiir diese Konzentration liefert 
die direkte Messung in der 4cm-Kammer den IW. von 163 T.T.., 
welcher mit dem beobachteten Wert iibereinstimmt. Der Wasser - 
austritt hat zu dieser erheblichen Refraktionsabnahme gegen- 
iiber dem bei einfacher Mischung zu erwartendem IW. gefiihrt 


4. Das Verhalten der Refraktion bei fermentativen Reaktionen, 

Die ersten Untersuchungen auf diesem Gebiete wurden im Jahre 1906 
von Obermayer und E. P. Pick angestellt. Sie arbeiteten mit einem 
Pulfrichschen Refraktometer (Neukonstruktion 1895) und ordneten die 
Fermentwirkungen in 3 Gruppen; in die erste Gruppe gehérten jene, bei 
denen der Refraktionswert zunimmt (Beispiel: Trypsinfunktion), in die 
zweite jene, bei welchen er gleichbleibt (Pepsin), und in die dritte solche, 
bei denen er abnimmt (einige bakterielle Fermente). Die 3 Méglichkeiten 
der Refraktionsbeeinflussung durch chemische Reaktionen, die wir auf 
Grund der Kenntnisse iiber das Wesen der Refraktion theoretisch abgeleitet 
haben, kommen somit in der Natur bei den enzymatischen Prozessen de 
facto vor. 

Um uns tiber die GréBe und Geschwindigkeit enzymatisch 
bedingter Refraktionsinderungen ein Urteil zu bilden, haben wit 
die Wirkungen bekannter Fermente in den Bereich unserer Vor- 
untersuchungen gezogen. Wir wihlten mit Riicksicht auf unsere 
speziellen Zwecke : 

a) eine Fermentation, bei welcher (mit Ausnahme der Fer- 
mentlésung) Ausgangs- und Endprodukte bekannte, chemisch 
definierte K6rper sind; 


ik” 
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b) eine Wirkung eines Serumfermentes (der Lipase des 
frischen Meerschweinchenserums) ; 

c) ein klassisches proteolytisches Verdauungsferment (Trypsin). 

Bei allen der 3 genannten Fermente laBt sich der Reaktions- 
ablauf auch noch mit anderen Methoden verfolgen, wodurch eine 
entsprechende Kontrolle erméglicht war. 

ad a). Urease ist ein in zahlreichen Bakterien und auch in 
hoheren Pflanzen vorkommendes Ferment, welches vom Zelleib 
abgesondert werden kann und das Harnstoff in Ammoniak und 
CO, zerlegt (O ppenheimer), CO, und NH, treten jedoch offenbar 
sofort wieder zu Ammoniumcarbonat zusammen, denn es laBt 
sich weder ein Entweichen von CO, (im Giarungskélbchen) noch 
von NH, (durch den Geruch) feststellen; ferner nimmt die Re- 
fraktion eines Gemenges von Urease und Harnstoff nach voll- 
zogener Spaltung selbst bei offener Aufbewahrung nicht ab, 
was bei einem Gehalt an fliichtigen Stoffen der Fall sein 
miBte. Das Temperaturoptimum der Ureasefunktion liegt 
bei 50°C; jedoch geht die Spaltung des Harnstoffs auch bei 
Zimmertemperatur sehr rasch vor sich. Von einer wirksamen 
Ureaselésung wird verlangt, da% in 15 Minuten der ganze N als 
Ammoniak nachgewiesen werden kann. Wir verwendeten "/,,-Harn- 
stofflésungen und durch Zentrifugieren geklarte Fermentlésungen, 
die wir der Freundlichkeit des Herrn Prof. W. Léffler (Med. 
Klinik, Basel) verdankten und deren Brauchbarkeit jedesmal 
durch den Ammoniaknachweis sichergestellt worden war. Be- 
stimmend fiir die Wahl ,, Urease- Harnstoff* war neben der genaueren 
Einsicht in die Chemie der Fermentation die rasche Wirksamkeit, 
da bei der Pricipitation sowohl als namentlich bei der Anaphy- 
laxie — wenn iiberhaupt — nur sehr rasch wirkende Enzyme 
als ursichliche Momente in Betracht gezogen werden diirfen. 

Zur refraktometrischen Verfolgung der Ureasewirkung, die 
beim Vermischen mit einer Harnstofflésung momentan und mit 
maximaler Intensitit einsetzt, eignet sich das Interferometer 
besonders, da es eine relativ kurze Zeit fiir den Temperatur- 
ausgleich erfordert und auBerdem auch groBe, von Minute zu Minute 
bequem ablesbare Ausschlige liefert. 

Versuch: Die zu verwendenden Harnstoff- und Ureaselésungen 
wurden zunachst interferometrisch ausgemessen und sodann auf die Tem- 


peratur des Interferometerwasserbades vorgewirmt. Dann wurden sie 
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mu gleichen Teilen in ein GefaB gebracht, rasch und griindlich vermischt 
und mit tunlichster Beschleunigung in die Kammer gefiillt. Die erste Ab- 
lesung konnte bereits 30 Sekunden nach dem Vermengen vorgenommen 
werden. Schon nach diesem kurzen Intervall war der IW. regelmaBig 
hoher (z. B. 1190 TT. in der 2cm-Kammer) als der nach der Mischungs- 
formel berechnete IW. (z. B. 1152 TT.) und im weiteren Verlauf der Be- 
obachtung stieg er stetig (in dem hier zitierten Beispiel bis auf 1401 TT.) 
innerhalb von 15 Minuten. Wir sahen demnach bei kontinuierlichem 
Hineinblicken in das Okular des Instrumentes ein ausgiebiges, anfangs 
rasches, nach wenigen Minuten sich verlangsamendes Wandern der Streifen 
des Interferenzspektrums nach links (im Sinne emer Zunahme der Refraktion). 
Wegen der Schnelligkeit des Reaktionsablaufes gingen wir so vor, daB der 
eine von uns in kurzen, be- 





liebigen Intervallen die IW. zw 


ablas, wahrend der andere yg 1 } i | oe 
: y i 
die abgelesenen Werte no- yy le 








tierte und die korrespon- 7350 } a t : 

dierenden Zeiten feststellte. ~ 
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Abb. 1. Interferometrische Messung des Reaktions- 
ablaufes bei der Einwirkung von Urease auf Harn- 
der nebenstehenden Abbil- stoff. 


rabel darstellt. Fiir den in 


dung graphisch dargestellten 

Versuch lautete die Formel der Kurve approximativ y? = 2 2.4500. Mit 
der Abschwichung der Fermentlésung verflacht die Kurve, ohne daB 
sie den Charakter der Parabel einbiibt. 

Als Ergebnis dieser Untersuchungen diirfen wir die Tatsache 
buchen, daf} es rasch verlaufende fermentative Spaltungen gibt, 
welche imstande sind, binnen 15 Minuten die Refraktion einer 
N/io-, also relativ verdiinnten Lésung des fermentesziblen Sub- 
strates ganz betrachtlich (um 211 TT. in der 2 cm-Kammer des 
Interferometers) zu erhéhen. Dabei mu es allerdings dahin- 
gestellt bleiben, ob die Beeinflussung der Refraktion nur durch 
die Umsetzung des Harnstoffes in Ammoniumcarbonat zustande 
kommt oder ob an dem Gesamteffekt auch die Ureaselésung 
partizipiert; Bestimmungen der Refraktion von Ammonium- 
carbonat und zwar von Mengen, welche der verwendeten Harn. 
stoffkonzentration ‘iquivalent sind, haben wir noch nicht aus- 


gefiihrt, werden aber die Daten demniachst nachtragen. 
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Zugleich lernten wir im interferometrischen Verfahren eine 
vorziigliche, eines weiteren Ausbaues fihige Methode der Be- 
obachtung der Wirkung der Urease und ahnlicher Fermente 
kennen, eine Methode, bei welcher man den Reaktionsablauf 
mit dem Auge kontrollieren und seine zeitlichen Bedingungen 
in einer ebenso exakten wie einfachen Weise ermitteln kann. 

Wir konstatieren jedoch abermals, dab die Hauptstirke 
der optischen Untersuchung in ihrer Anwendung auf Reaktionen 
liegt, deren Mechanismus uns so weit bekannt ist, daB wir wissen, 
auf welchen stofflichen Verinderungen die einzelnen Phasen 
der Refraktionsinderung beruhen. Bei der Urease wiirden die 
efraktionsbestimmungen wohl zu falschen, zumindest aber 
zu sehr unvollkommenen Vorstellungen iiber die Fermentation 
des Harnstoffs fiihren, wenn wir nicht wiiBten, daB die Refraktion 
trotz hydrolytischer Spaltung und Wasseraustritt zunehmen 
kann, weil das entstehende Ammoniumcarbonat eine héhere 
Molekularrefraktion besitzt, als das der Summe seiner Atom- 
refraktionen entsprechen wiirde. Ganz geklart sind die Beziehungen 
zwischen optischem und chemischem Geschehen — wie schon 
angedeutet — durch unsere hier angefiihrten Versuche iiber die 
Harnstoffspaltung durch Urease nicht; aber sie sind jedenfalls 
einer Klarung zuginglich, und es liegt sogar im Bereiche der 
Moglichkeit, daB die optischen Vorgiinge auf die Natur der che- 
mischen Umsetzung Licht werfen. Wir kommen darauf an anderer 
Stelle zuriick. Wii®te man jedoch nicht, daB der fermenteszible 
Kérper Harnstoff ist und da er in Ammoniumcarbonat um- 
gesetzt wird, so wire mit den Interferometerbefunden nicht viel 
anzufangen; es bliebe dann eben bei der Aussage, das eine un- 
bekannte Alteration der chemischen Beschaffenheit des Reaktions- 
gemisches eingetreten sein mub. 

Bemerkenswert erscheint schlieBlich, daB die Urease, ein 
isoliertes Bakterienferment, eine Refraktionszunahme her- 
vorruft. Aus den grundlegenden Untersuchungen von Ober- 
mayer und E. P. Pick ging nur hervor, daB bakterielle Fermen- 


tationen (Enzyme der Proteusbakterien, Kolibacillen, Cholera- 
vibrionen) zu Refraktionsabnah men fihren; doch hat Hirsch 
spiter angegeben, da je nach der (von Hirsch nicht naher 
bezeichneten) Bakterienart auch Zunahmen des _ Brechungs- 
vermégens eintreten kénnen, die im Interferometer ablesbar sind. 


Noa Ooo 

















ENA AE ALD. 











Interferometrische Analyse der Inmmunpriicipitation. 167 


ad b). Die Lipase des Meerschweinchenserums | zogen wir 
als Prototyp eines Serumfermentes heran, welches ebenfalls 
rasch wirkt. Zur Kontrolle bedienten wir uns der von Rona 
und Michaelis beschriebenen stalagmometrischen Methode. 

Versuch: Interferometrische Beobachtung einer Lipolyse 
durch Serumlipase. 10cem Tributyrinwasser, nach Vorschrift frisch 
bereitet und im Verhaltnis 1 : 10 mit Phosphatgemisch versetzt, werden 
mit 0,4 cem 10fach verdiinnten, frischen Meerschweinchenserums vermengt. 
Die Kontrolle mit inaktiviertem Serum zeigte weder interferometrisch noch 
stalagmometrisch meBbare Ausschlige. Uber den Ausfall der Proben bei 
Verwendung von aktivem Serum orientiert nachstehende Tabelle: 


Nach dem Vermen- IW. in der 2 cm-Kammer. Stalagmometrische 
gen abgelaufene Zeit Vergleichsfliissigkeit: Destil- Methode. 
in Minuten liertes Wasser in TT. Tropfenzahl*) 
2 1438 213 
10 1438,5 195 
20 1438 180 
30 1438 177 
40 1438 176 
60 1438 176 


Differenz zwischen 

Beginn und Ende der 
Lipolyse 37 
Die Abnahme der Oberflichenspannung um 37 Tropfen 
entspricht ungefihr den von anderen Autoren (Michaelis, 
Ohlsen u. a.) mit der gleichen Methode fiir die Lipase des Meer- 
schweinchenserums gefundenen Zahlen und beweist, daB die 
Reaktion tatsiichlich in dem gewéhnlichen Umfang stattgefunden 

hat. Trotzdem blieb der IW. unverandert. 

ad c). Ein proteolytisches Ferment der enteralen Ver- 
dauung, dessen Wirkung ebenso rasch verliuft wie die Immun- 
pricipitation, ist unbekannt. Im iibrigen wissen wir durch Ober- 
mayer und E. P. Pick, dab die peptische Verdauung von Pro- 
teinen die Refraktion der Verdauungsgemische trotz weitgehender 
Aufspaltung unverindert lift, wogegen Trypsin eine geringe 
Refraktionserh6hung hervorruft. In neuerer Zeit berichtete 
Hirsch, daB auch Pepsinverdauung Steigerungen der Refraktion 
bewirken kann, die interferometrisch bei der Untersuchung mit 


monochromatischem Licht wahrnehmbar werden. 


1) Der von uns verwendete Tropfenzahler gab fiir destilliertes Wasser 
ca. 160 Tropfen. 
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Nach Obermayer und E. P. Pick hangt die refraktionssteigernde 
Wirkung des Trypsins ab: a) von der Art des Ausgangsmateriales; sie tritt 
z. B. bei dem weniger trypsinfesten Pferdeserum schon im nativen Zustande 
auf, bei dem trypsinfesten Rinderserum erst nach vorausgegangener Dialyse 
und Erwarmung auf 80°C; b) von der Konzentration des Materiales. In 
Pferdeserum, welches man iiber die Hialfte hinaus verdiinnt hat, ist die 
Refraktionserhéhung nicht mehr nachweisbar. Obermayer und E. P. 
Pick konnten die refraktionserhdhende Wirkung iiberhaupt nur in der 
ersten Phase der Trypsinverdauung beobachten; nach 24 Stunden kam sie 
zum Stillstand, wihrend die chemischen Analysen ein kraftiges Fort- 
schreiten der Spaltungsprozesse bewiesen. Sie glauben daher, daB die 
refraktionserhéhende Wirkung nur einer Komponente des Gesamt- 
fermentes zuzuschreiben ist, welche nicht nur hydrolytische Spaltungen, 
sondern auch tiefergehende, ,,konstitutive’* Verinderungen herbeizufiihren 
vermag. In fallenden Konzentrationen von Witte-Pepton (10%, 5°, 
2,5%, 1%, 0,594) nahm die refraktionserhGhende Wirkung des Trypsins 
ebenfalls rasch ab, in der 1 proz. Lésung war sie nur ganz gering und in 
der 0,5 proz. mit dem Refraktometer gar nicht mehr nachweisbar. 

Auch bei der Messung mit dem empfindlicheren Interfero- 
meter sind die Refraktionserhéhungen durch tryptische Spaltung 
oft unbedeutend; bei der Einwirkung von Trypsin auf Pepton 
lassen sie sich stets erst in Stunden nachweisen, wenigstens in 
Konzentrationen unter 1°. 

Bei Verwendung von Pepton Roche!) in 0,4—0,8 proz. 
wasseriger Lésung und einer durch Zentrifugieren geklirten 
Solution von Trypsin Kahlbaum erhielten wir (bei der Unter- 
suchung im achromatisierten weiBen Licht) stets nur ganz 
unbedeutende Ausschlige innerhalb 12—14 Stunden, wihrend 


die gleichzeitige Bestimmung*) der Umwandlung des N in Amino-N 


jedesmal einen bedeutenden Abbau erkennen lieB. Die direkte 
Beobachtung der Trypsinwirkung in der Interferometerkammer 
ergab im Laufe der ersten Stunde tiberhaupt keine meBbare 
Anderung der Refraktion. 


1) Das benutzte neue ,,Pepton Roche“ ist nach Angabe der Firma 
Hoffmann-La Roche ein Polypeptid oder ein Gemisch von Polypeptiden, 
das sich durch nahezu konstante Zusammensetzung und fast konstante physi- 
kalische Eigenschaften auszeichnet. Es wird durch Pepsin wie durch Trypsin 
gut abgebaut. — Optisches Drehungsvermégen in 4 proz. wasseriger Lésung 

-51,0°; Aciditaét: 1 g verbraucht bis zur Lackmusneutralitat 0,8 ccm "/,9- 
KOH; Gesamt-N = 13,41%; formoltitrierbarer N = 3,36%; Asche = 1,62°,. 

2) Diese Titrationen hat Dr. Guggenheim, dem wir auch an dieser 
Stelle bestens danken, im Laboratorium der Firma Hoffmann-La Roche 
(Basel) ausgefiihrt. 
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Versuch: 0,8°, Pepton Roche gelést in 04°) Natriumcarbonat- 
lésung + Trypsinlésung aa. 
Formoltiter (100 cem 


Nach dem Vermengen IW. in der 4 
cea “i verbrauchten bei der 
abgelaufene Zeit 2 cm-Kammer a . : 
Formoltitration) 
Einige Sekunden 1268 TT. 18,4 cem ®/,)-KOH 
12 Stunden bei 56° C 1286 ,, 30,53 ,, ee 
Zunahme 1... |} a> oe 


5. Das Verhalten der Refraktion beim Vermengen von EiweiBliésungen 
(Serum) mit Basen oder mit Sauren. 


In seiner ersten Mitteilung iiber die interferometrische Ana- 
lyse der Immunpracipitation konstatierte Doerr, daB sich in 
allen Versuchen, in welchen er die spezifischen Pricipitate in 
| proz. Thorsulfat zur Wiederauflésung brachte, Minuswerte 
(gegeniiber den berechneten IW.) ergaben. Dies war tibrigens auch 
dann der Fall, wenn die Flockung nicht durch eine Antigen- 
Antikérperreaktion, sondern kolloidchemisch durch Salze der 
seltenen Erden hervorgerufen wurde; Minuswerte wurden endlich 
selbst bei einfachem Vermengen von Serum mit 1°, Thorsulfat 
in solchen Proportionen erzielt, daB die Eiweibfaillung infolge des 
Uberschusses einer Reaktionskomponente ganz ausblieb. Doerr 
hat in Aussicht gestellt, auf die Ursachen des geschilderten Ver- 
haltens an anderer Stelle zuriickzukommen, was nun hier ge- 
schehen soll. 

Uber das Verhalten der Refraktion von EiweiBlisungen beim 
Vermengen mit Elektrolyten finden sich in der Literatur wider- 
sprechende Angaben. W. Frei gab an, daB Alkalisieren und An- 
siuern von Eiweiflésungen den Brechungsexponenten 2 proz. Gela- 
tinelésungen herabsetze und dai Zusatz gewisser Lonen denselben 
erhohe. Herlitzka hatte schon friiher beobachtet, daB die spezi- 
fische Refraktion sich bei solchen Versuchen nicht andere, und trat 
Frei entgegen. Walpole sah bei Gelatinesolen und Gelen keine 
Refraktionsinderung durch Basen-Saure-Salzzusiitze. Uns kam 
es hier zuniichst nicht so sehr darauf an, das Verhalten der spezi- 
fischen Refraktion im allgemeinen zu studieren, als vielmehr 
einen Anhalt iiber das optische Mischungsergebnis bei den von 
uns gewahlten Versuchsbedingungen zu gewinnen. 

Aus unseren Untersuchungen erhellt, dai die von Doerr 


beobachteten Minuswerte auf einer Einwirkung der von Doerr 


benutzten Auflésungsmittel auf die Priicipitate, speziell auf die 
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EKiweibkorper der Pracipiate beruhen; wie schon Doerr betonte, 
ist das Auflésen von EiweiBflockungen zum Zustandekommen 
der Erscheinung nicht notwendig, vielmehr tritt dieselbe eher 
noch starker auf, wenn man die EiweiBsole unter Vermeidung 
jeder Niederschlagsbildung mit den Lésungen der Salze seltener 
Erden vermengt. Diese Gemenge zeigen durchwegs einen niedri- 
geren [W., als man nach der Mischungsformel erwarten wiirde, 
also Refraktionsverminderung. 

In den folgenden Versuchen wurden stets zwei vorher interfero- 
metrisch gemessene Fliissigkeiten zu gleichen Teilen vermischt. 
Der Abmessungsfehler wurde durch Verwendung derselben Pipette 
fiir jedes Fliissigkeitspaar auf das Mindestmaf verringert. Die 
Pipette spiilten wir sorgfaltig mit destilliertem Wasser und hierauf 
mit der zweiten abzumessenden Fliissigkeit durch, indem wir in 
verschiedene GefaiBe die zu Spiilzwecken erforderlichen Volumina 
abfiillten, so daB die Stammlésung natiirlich vor jeder Ver- 
diinnung geschiitzt war. Die Unterschiede zwischen Parallel- 
proben desselben Fliissigkeitspaares fielen — diesen Kautelen 
entsprechend mit einer einzigen Ausnahme sehr gering aus. 
Man kann in Anbetracht dieser SicherungsmaBnahmen und mit 
Ricksicht auf die ziemlich gesetzmaiBige Abstufung der Resultate 
in Reihenversuchen die Méglichkeit sicher ausschlieBen, daB die 
gefundenen Minuswerte auf Manipulationsfehlern beruhen; viel- 
mehr muB die Ursache in Vorgingen gesucht werden, 
die sich beim Vermengen von Serum mit Lésungen 
saurer Salze abspielen. 

Bei Zusatz von "/,99-NaOH zeigten die Differenzen im Reihen- 
versuch keine gesetzmibige Abstufung und lieBen nur in ihrer 
Gesamtheit die Tendenz zu Minuswerten erkennen. Viele Diffe- 
renzwerte in den Laugenversuchen entsprachen der GréBe nach 
dem durch Streifenverwechslung bedingten Fehler. Da tatsichlich 
gerade hier solche Streifenverwechslungen vorgekommensein mégen, 
wird dadurch wahrscheinlich, daB die Wahl des richtigen Streifen- 


paares wiederholt offenbleiben muBte, sei es nun fiir die Serum- 


verdiinnung selbst oder fiir das Gemenge derselben mit der Lauge ; 
im gleichen Sinne diirfte man einzelne Unstimmigkeiten zwischen 
den Messungen in der 4cem- und in der 2 cm-Kammer auslegen. 

Uber die GréBe der Refraktionsverminderungen geben die 
folgenden Versuchsprotokolle Aufschlu8; die Konzentrationen 
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der Natronlauge, des Thorsulfats und des Thornitrats wurden so 
gewahlt, wie sie in einem Teile der Hauptversuche tiber die Vor- 
giinge bei der Immunpricipitation zur Anwendung gelangten. 
D/ 997 N@OH aa. 


Differenzen in det 


a) Serumverdiinnungen 
Differenzen in der 
4 cm-Kammer 


Konzentration 


des Serums 2 em-Kammer 


4). 22 20 19 3,5 —3,5 +0,5 
ET 20 13 14 10 
Meo 30 8 24 24 
Mao 0 +5 4 L6 














b) Serumverdiinnungen 


lproz. Thorsulfatlésung aa. 


a. Fallung Fallung 
Alo Fallung Fallung 
"/20 45 —48 14 —13 
1 ») 5 

40 21 o 


c) Serumverdiinnungen 


Lproz. Thornitratlésung aa. 











al. 233 —233 119 —117 
of PP 119 —123 48 48 
4 125 —125 51 51 
1/40 101 —96 31 12 








Der Grad der Refraktionsverminderung hingt also, wie wir 
aus den angefiihrten und zahlreichen weiteren Messungen schlieBen 
diirfen, in erster Linie von der Art und von der Reaktion der zum 
EiweiBsol zugesetzten Lésung ab; daher der starke Effekt des 
stets sehr sauer reagierenden Thornitrats im Vergleich zu dem 
weit schwicher wirkenden und auch weniger sauer reagierenden 
Thorsulfat. Die "/j99-NaOH lieferten die kleinsten Minuswerte; 
ob konzentriertere Lésungen, wie sie P. Hirsch beniitzte, z. B. 
n/9-NaOH, die Refraktion der Gemenge nicht tiefer herabdriicken, 
wurde vorliufig nicht untersucht. 

An der 
der Sauren (resp. Basen) mit den Ei weiBk6rpernals auch solche mit den 
dialysablen Stoffen der Sera, wie man durch Zerlegung einer Serum- 
probe mittels Dialyse und gesonderte Priifung des nichtdialysablen und des 
dialysablen Anteiles feststellen kann. Fiir die Reaktion zwischen den 
dialysablen Serumanteilen (Alkalien der Sera) und den sauren Salzen der 
seltenen Erden kommen wohl Salzbildungen nach dem Typus HCl + NaOH 
Die (dem absoluten Werte nach sogar gréBere) Refraktions- 


Xefraktionsverminderung beteiligen sich sowohl Reaktionen 


in Betracht. 
verminderung, welche auch das salzarm dialysierte Eiwei8 beim Vermischen 
mit Thorlésungen zeigt, kénnte ebenfalls auf einer Bindung zwischen 
der abdissoziierten Siure der Thorsalze und dem als Base fungierenden 
SerumeiweiB unter Freiwerden von Wasser (Hydratwasser des EiweiBes ?) 
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beruhen; vielleicht kommt es auch zu konstitutiven Veranderungen der 
Molekiile oder zu Volumsdilatationen. Zweifellos findet jedoch nicht nur 
die Saure, sondern auch die Lauge im Serum chemische Angriffspunkte 
(Alkalialbuminate, Racemisierung der Proteine); ob diese Laugenreaktionen 
zu Refraktionsverminderungen AnlaB geben, mii&ten Experimente mit 
héheren NaOQH-Konzentrationen lehren. 

Fiir die Verwendung von Natronlauge, Thorsulfat 
und Thornitrat als Lésungsmittel fiir EiweiBnieder- 
schliage ergibt sich somit die Tatsache, daB solche Auflésungen 
ausnahmslos mit Refraktionsverminderungen verkniipft 
sind, die bei "/,99-NaOH noch in die Fehlergrenze der Streifen- 
verwechslung fallen, bei Thorsulfat jedoch erheblicher werden und 
bei Thornitrat ganz bedeutend sein képnen. Thornitratlésungen 
reagierten — wie erwihnt — stirker sauer als Thorsulfatlésungen 
und von 2 von uns gepriiften Thornitratpriiparaten gab das eine 
nicht nur viel sauerere Lésungen, sondern auch gréBere Minus- 
abweichungen. 

Nichtsdestoweniger haben wir in der vorliegenden Arbeit 
neben stark verdiinnten ("/,99-) Laugen auch wieder Salze der 
seltenen Erden zur Lésung der Priicipitate verwendet, weil letztere 
auf das EiweiBmolekiil anders wie die Laugen und trotz der 
groBeren Minusabweichungen schonender einwirken; das durch 
Thor gefillte Eiwei8 lést sich im Uberschu8 einer Komponente 
wieder, die Dispersion erfolgt also zweifellos rein physikalisch. 
Das Auftreten der durch die abdissoziierte oder verunreinigende 
Saure bedingten gréBeren Minuswerte stért den Vergleich einer 
Thorfallung mit einer Immunpricipitation, auf den Doerr 
zunachst seine Beweisfiihrung fundierte, nur wenig. 

Aus der Abhingigkeit der GréBe der Refraktionsverminde- 
rung von der EiweiSkonzentration kann man eine technische 
Konsequenz, welche die interferometrische Analyse der Eiweib- 
fallungen betrifft, ableiten. P. Hirsch sowohl als Doerr trennten 
die Pricipitate von den iiberstehenden Fliissigkeiten ab, bevor 
sie dieselben auflésten; das ist aber nicht unbedingt notwendig, 
man kann das gesamte Reaktionsgemisch kliren, die Priacipitation 
also gewissermaBen wieder riickgingig machen, wenn man das 
Dispersionsmittel (NaOH, Thorsulfat, Thornitrat) zu dem Reak- 
tionsvolum (Pricipitat plus iiberstehende Fliissigkeit) zusetzt. 
Im letzteren Falle sind die Manipulationsfehler, speziell die Fehler 


der volumetrischen Abmessungen weit geringer; aber dieser Vorteil 











‘sage 
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wird bisweilen durch sehr starke Minusabweichungen  iiber- 
kompensiert, da nicht nur die EiweiBkérper des Pric¢ipitates, 
sondern auch jene der tiberstehenden Fliissigkeiten an der zur 
Refraktionsverminderung fiihrenden Reaktion partizipieren. 


6. Refraktionsbestimmungen bei kolloid-chemischen Eiweifflockungen. 

Wie bereits Doerr ausgefiihrt hat, liefert die refraktometrische 
Untersuchung von rein physikochemischen Pricipitationen ein 
wichtiges Korrelat des optischen Studiums der Immunpricipi- 
tation. Wenn der Mechanismus der letzteren de facto in einem 
interferometrisch nachweisbaren fermentativen Eiweibabbau_ be- 
stehen sollte, miiBte man erwarten, daB sich zwischen den beiden 
Arten der EiweiBflockung konstante und meBbare Unterschiede 
feststellen lassen. Trifft das aber nicht zu, dann bleibt eben auch 
fiir die Immunpricipitation die Intervention einer Proteolyse 
unbewiesen. 

Doerr konnte zeigen, daB soleche Unterschiede zwischen 
rein kolloidaler EiweiBfaillung und spezifischer Immunpriicipi- 
tation nicht bestehen. Wir wiederholten diese Versuche mit der 
vervollkommneten Methodik, wie wir sie fiir die Analyse der 
Immunpricipitationen beniitzten (siehe Abschnitt I1), und konnten 
die Befunde von Doerr bestiatigen. Aus der groBen Zahl neuer 
Experimente tiber Eiweibfallungen durch seltene Erden, die sich 
wegen der ausgezeichneten Reversibilitat der Flockung fiir solche 
Zwecke besonders eignen (Doerr), heben wir nur ein paar Beispiele 
hervor. Der Wert des Pracipitates wurde in der in Abschnitt IL 
ausgefiihrten Weise berechnet (aus dem theoretischen Sollwert 
des Gemenges von Serum und Thorsalz durch Abziehen des IW. 
der nach eingetretener Flockung tiber dem Niederschlag stehenden 
Fliissigkeit) und direkt nach Lésung des Pracipitates gemessen; 
in den nachstehenden Tabellen wird nur die Differenz zwischen 


berechnetem und beobachtetem IW. des Pricipitates angegeben. 
beat 


Versuch: 3/,, Pferdeserum + 0,05°, Thorsulfat. Flockung. 
Auflésung des abgesonderten Pracipitates in 1 proz. Thorsulfat. 4 cm- 
£ £ I 
Kammer. 
Probe a) Differenz t11 TP. 
oc. - a 
Cc) +9 -16 ., 


Versuch: Dieselbe Anordnung wie im vorigen Versuch. 
Differenz +17 TT. 


i 
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Versuch: 1'/,) Pferdeserum + 0,4 proz. Cerchloriirauflésung des Pra- 
cipitates in 1 proz. Thornitrat. 
Differenz bei Probe a) 36 TT. 
” ” +. 2 a 


” 9 99 Cc) 20 
Versuch: 1/,, Pferdeserum + 0,059, Thornitrat. Das Pricipitat 
wird nicht isoliert, sondern das ganze Reaktionsgemisch durch 1% Thor- 


nitrat gekliart. 


Differenz in der 4c¢m-Kammer: Probe a) a 3a. 
” ee ie ag a) 4. 
i ss »» 2cm-Kammer: Probe a) By 
"s i os — 2 9 ., 


Versuch: 1/,) Pferdeserum + 0,4°%, Cerchloriir, sonst wie der vor- 
stehende Versuch. 
Differenz in der 4 cm-Kammer 22 TT. 
ss » oo 2¢em-Kammer Sa 
Die Differenzen sind also gering und liegen im Bereiche der 
Fehlerquellen. Bei Flockungen von EiweifSsolen durch seltene 
Erden erleidet das Reaktionsgemisch einen Substanzverlust, der 
sich, soweit das Interferometer Aufschlu8 gibt, quantitativ im 
Priicipitat wieder nachweisen léBt. Das ist das Ergebnis, auf 
welches wir hier a priori rechnen diirfen. Wie steht es nun mit der 


Interferometrie der Immunpricipitationen ? 


Il. Refraktionsbestimmungen bei Immunpracipitationen. 


Die Refraktionsbestimmungen bei der Immunpricipitation 
verfolgen im Rahmen der in dieser Arbeit diskutierten Probleme 
den Zweck, festzustellen, ob sich nach dem Vermengen von 
Pricipitinogen und Pricipitin und zwar noch vor Eintritt der 
Flockung oder doch gleichzeitig mit derselben ein ProzeB abspielt, 





der in einer Refraktionserhéhung des Gemisches zum Aus- 
druck kommt. Es wird daher zunichst aus den gemessenen 
Refraktionen der Antigen- und der Antiserumlésung der 
Sollwert ihres Ge menges nach der Mischungsformel berechnet, 
jener Wert, den das Gemenge haben miiBte, wenn sich seine beiden 
Komponenten mischen lassen, ohne miteinander zu reagieren. 
Mit diesem berechneten Sollwert wird dann der tatsichliche 
Wert des Gemenges verglichen (beob. IW.). Das ist das Prinzip, 


welches allen derartigen Untersuchungsmethoden gemein ist; 
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die Differenzen derselben beruhen auf der besonderen Art und 
Weise, wie der ,,beobachtete Refraktionswert*’ ermittelt wird. 

Nach dem Ausfallen des Pricipitates kann der Refraktions- 
wert des Gemenges nicht mehr direkt abgelesen werden. P. Hirsch 
ging daher so vor, daB er das Reaktionsgemisch in Priicipitat und 
iiberstehende Fliissigkeit sonderte und nun bestimmte: a) den 
Refraktionswert der iiber dem Pricipitat stehenden Fliissigkeit 
und b) die Refraktion des Pricipitates nach Auflésung desselben 
mit "/,,-NaOQH, wobei die gleiche Laugenverdiinnung als Ver- 
gleichsfliissigkeit diente. Die Werte von a) und b) wurden addiert 
und mit dem berechneten Sollwert verglichen. 

Doerr hat diese Technik schon in seiner ersten Versuchsreihe 
in wesentlichen Punkten modifiziert. Hirsch brachte die Antigen- 
Antikérpergemenge fiir 24 Stunden in einen auf 38° C eingestellten 
Thermostaten, und ebenso fiihrte Langenstrass seine Ver- 
suche aus. Dieses Vorgehen involviert jedoch eine ganz bedeu- 
tende Erhéhung der Gefahr bakterieller Verunreinigungen und 
gestattet nicht, den primaren, bekanntlich sehr rasch ablaufenden 
ProzeB der Antigen-Antikérperreaktion, der die Flockung auslést, 
von sekundiaren, durch die Bruttemperatur begiinstigten Vor- 
giingen auseinanderzuhalten. Solche sekundire Vorgiinge, 
eventuell auch solche fermentativer Natur kénnten leicht ein- 
treten. Wei man doch, da®B frische Sera im Kontakt mit belie- 
bigen Substraten (gekochten Organen, Kaolin usw.) dialysable, 
mit Ninhydrin reagierende Stoffe bilden, wenn man sie stunden- 
lang bei 37° C digeriert; nach de Waele geniigt es, wenn man 
frische Sera mit destilliertem Wasser verdiinnt, bis Globulin- 


flockung eintritt, um bei der nachfolgenden Bebriitung eine posi- 


tive ,,Abderhalden-Reaktion’ zu erzielen. Zudem haben weder 


Hirsch noch Langenstrass Angaben gemacht, wie sich die 
verwendeten Antigenlésungen und die Immunserumverdiinnungen 
unvermischt verhalten, d. h. man erfaihrt nicht, ob sich der inter- 
ferometrische Wert der Reaktionskomponenten nicht schon an 


sich durch die bloBe Digestion veriindert haben wiirde'). 


1) Ferner vermiBt man noch eine andere, vermutlich sehr wichtige 
Kontrolle. Beim Ansetzen der Priacipitinreaktionen vermischt man eine 
Serumverdiinnung, z. B. verdiinntes Pferdeserum, als Antigen mit einem 
Antiserum, welches vom Kaninchen stammt. Es ware daher notwendig 
gewesen, Pferdeserum und Normalkaninchenserum in den im Haupt- 
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Die von Hirsch bewerkstelligte Trennung des Pricipitates 
von der iiberstehenden Fliissigkeit mit nachfolgendem Trocknen, 
Waschen und Wiederauflésen des Niederschlages kann selbst. bei 
peinlich genauem Arbeiten zu einer Quelle von Irrtiimern werden. 
Substanzverluste sind bei dieser Technik wohl nur schwer zu 
vermeiden; in Wasser, Ather oder Alkohol lésliche Stoffe der 
Pricipitate scheiden, da letztere mit diesen Solvenzien ge- 
waschen werden, eo ipso aus; die Refraktion der EiweiSkérper 
erleidet durch Gas scharfe Eintrocknen ebenso wie durch die 
Auflésung in stiirkerer Lauge ("/,)-NaOH) Verinderungen; end- 
lich wird in der Berechnung der Befunde das Pricipitatvolum 
vernachlissigt. 


Bei unseren hier mitgeteilten Untersuchungen haben wir 
daher nur zum Teil die von Hirsch eingefiihrte indirekte 
Methode der Refraktionsbestimmung angewendet und 
waren tiberdies bemiiht, dieselbe in mehrfachen Beziehungen, 
namentlich auch in der von Doerr eingeschlagenen Richtung 
weiter auszubauen. Daneben benutzten wir aber eine prinzipiell 
neue direkte Methode der interferometrischen Analyse 
der Immunpracipitation unter Ausschlu8 von Zusitzen 
(Lésungsmitteln), und diese direkte Methode brachte die Ent- 


scheidung der eingangs gestellten Frage. 


versuch verwendeten Proportionen und unter Gleichhaltung aller iibrigen 
Bedingungen (gleiches Alter der Sera) zu vermengen, die Gemenge 24 Stun- 
den bei 38° C zu halten und dieselben vor und nach der Digestion zu inter- 
ferometrieren. Auf eine Besprechung der ziffernmaBigen Befunde, 
welche Hirsch und Langenstrass bei der interferometrischen Analyse 
der Immunpracipitation bekamen, soll hier verzichtet werden; eine Durch- 
sicht der Tabellen, welche Langenstrass (Fermentforschung 3, 29—32) 
veroffentlicht hat, gibt iiber die Inkonstanz und die Widerspriiche der 
Resultate hinreichenden AufschluB. Langenstrass bekam vielfach be- 
deutende Refraktionsverminderungen ganz im Gegensatze zu der von ihm 
vertretenen Theorie; und wo ausnahmsweise (6 unter 28 Fallen) Refraktions- 
erhéhungen konstatiert wurden, die mehr als + 


Trommelteile betrugen, 
zeigten sie im Reihenversuch (mit fallenden Antigenkonzentrationen) eine 
auBerordentliche Regellosigkeit. Vor allem aber wurden sie eben erst 
nach 24stiindiger Bebriitung festgestellt und nicht nach der Zeit, zu 
welcher die Pracipitation eben eingetreten oder gerade abgelaufen ist, 
ein Umstand, welcher die Verwertbarkeit der Befunde von Hirsch 
und Langenstrass fiir unsere Fragestellung, wie oben auseinander- 
gesetzt, verhindert. 
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1. Indirekte Refraktionsbestimmungen des ausgeflockten Antigen- 
Antikérpergemenges, 

Die von uns beniitzten Modifikationen der indirekten 
Methode bestehen: 

1. In einer Abkiirzung des Zeitintervalles zwischen dem Ansetzen 
der Reaktion und dem Ablesen der IW. auf durchschnittlich !/,—3 Stunden. 
Gleichzeitig schalteten wir héhere Temperaturen (25—-38° C) véllig aus und 
lieBen die Reaktion bei Zimmertemperatur oder im Eisschrank 
ablaufen. Bei einem wirksamen Pricipitin tritt die Flockung fast momentan 
oder doch in wenigen Minuten und bei jeder Temperatur ein, was, nebenbei 
bemerkt, schon an sich den Gedanken an eine bis zu den Aminosiuren 
reichende Proteolyse fast ausschlieBt, da in diesem Falle das EiweiBmolekiil 
bei niedriger Temperatur formlich explodieren miiBte. Was Zeit erfordert, 
ist nur die VergréBerung und Sedimentierung der gebildeten Eiweib- 
flocken, ein Phinomen, dessen Eintritt man zur Refraktionsbestimmung 
nicht erst abzuwarten braucht. Wir verzeichneten iibrigens ganz gleiche 
Ergebnisse, ob wir nun die optische Untersuchung vor oder erst nach der 
spontanen Sedimentierung vornahmen. Bei lingere Zeit beanspruchenden 
Experimenten wurden die Ausgangslésungen zu Kontrollzwecken sowohl 
am Anfang wie am Ende der interferometrischen Priifungen ausgemessen. 

2. In einer Einschrinkung der mit dem Pricipitat vorgenommenen 
Manipulationen. Das Pricipitat wurde nach vorsichtigem Abhebern 
der iiberstehenden Fliissigkeit noch in feuchtem Zustande gelést (Methode 
der Auflésung des isolierten, feuchten Pricipitates) oder es 
wurde das Pricipitat in der iiberstehenden Fliissigkeit dispergiert, indem 
man das Dispersionsmittel dem ganzen Reaktionsgemisch zusetzte, so dab 
letzteres wieder homogen und durchsichtig wurde (Methode der Klarung 
des Reaktionsgemisches). 

3. In der Anwendung mehrerer Lésungs- (Dispersions-) 
Mittel (®/,9)- NaOH, 1°, Thorsulfat, 1°, Thornitrat) nebeneinander, 
d. h. bei einem und demselben Antigen-Antikérpergemisch. 

4. In der exakten Beriicksichtigung der Volumina bei An- 
wendung der allgemeinen Mischungsformel zur Berechnung der Gemischt- 
(Soll-) Werte der Gemenge. Es wurden also Pricipitate, iiberstehende 
Fliissigkeiten und Auflésungsmittel mit ihrem wahren Volum ins Kalkiil 
eingestellt. Wenn in 20 ccm Reaktionsvolum ein Pricipitat entsteht, 
welches nach Zentrifugenkompression den Raum von 1 ccm einnimmt, so 
darf man natiirlich nicht mehr mit 20, sondern nur mit 19 cem iiber- 
stehender Fliissigkeit rechnen. Das Detail der Berechnung wird durch 
die spiteren Ausfiihrungen noch klarer werden, 

Durch diese Korrekturen erreichten wir eine gréBere An- 
niherung der beobachteten an die berechneten Werte; sie lieBen 
sich noch nachtraglich an den von Doerr in seiner ersten Arbeit 
mitgeteilten Ziffern anbringen und fiihrten auch dort zu einer 
besseren Ubereinstimmung zwischen Rechnung und Beobachtung. 
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Das Reaktionsvolum wurde wieder moglichst groB, meist 
zu 20cem gewahlt, um alle MeB- und etwaigen Verdunstungs- 
fehler tunlichst zu reduzieren. Ferner ermittelten wir durch 
Vorversuche jene refraktometrische Einstellung der im eigentlichen 
Experiment verwendeten Fliissigkeiten, bei welcher alle inter- 
ferometrischen Ablesungen in das Intervall zwischen 25—1300 TT. 
fallen; auch wurde immer darauf geachtet, daB der IW. der iiber 
dem Pricipitate stehenden Fliissigkeit nicht unter den IW. der 
beniitzten Vergleichsfliissigkeit fallt, was aus mehreren Griinden 
unerwiinscht ist. 


Zur Einfiihrung in die Versuchsanordnungen sei nachstehend 


ein Beispiel mit der Methode des isolierten Pricipitates und ein 
] 


zweites mit der Methode der Klarung des Reaktionsgemisches 
ganz durchgerechnet: anschlieBend wollen wir die erzielten Er- 


gebnisse besprechen. 


Versuche mit Auflésung der nichtisolierten 
Pricipitate. (Klairung der Reaktionsgemische.) 
Manipulationen, Berechnung und Beweisfiihrung sind weitaus am 
einfachsten, wenn man die Niederschlage nicht isoliert, sondern das Disper- 
sionsmittel (Lésungsmittel) zum gesamten Reaktionsvolum des ausgeflock- 
ten Serum-Antiserumgemenges zusetzt. Zu diesem Behufe bringt man 
zunachst gleiche Volumina Antigenverdiinnung und Antiserumverdiinnung 


Beispiel fiir Untersuchungsgang und Berechnung 
(Vergleichsfliissigkeit: 18° NaCl-Lésung). 





: ‘i Interferometerwerte 
Bestimmte Fliissigkeiten - ~ : 
2 cem-Kammer | 0.5 cem-Kammer 


/eoo-Pferdeserum ...... 80,5 20 

s-Antipferdeserum v. Kan. Hyg 189.5 36 

soo NAOH = (Auflésungsmittel) 123,5 29 
. (1 + 2aa) + 3 aa berechneter 

UN SoG a ts ee ts 129, 
5. Gemenge 4 beobachtet (Pferde- | : 128, 

serum -+ Antipferdeserum aa oder 108, 

10 ccm; 30 Min. spiiter (nach ein- 129, 

getretenerPricipitation) kommen oder 114, 

dazu 20 ccm Liésungsmittel. Es re- . ¢ 125, 

sultiert eine wasserklare Lésung. oder 116,5 

Von diesem Versuch werden drei 

gleichartige Proben a), b) und e) 

angesetzt und gemessen. 

Differenz zwischen beobachte- 

ten und berechneten Werten 


VONOVOVOVOMRS 
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in einem GefaiBe zusammen, wartet die Flockung ab und fiigt nun zu dem 
Gemisch ein gleiches Volum Lésungsmittel hinzu. Der Gang der Berechnung 
wird durch folgende, aus der Mischungsformel abgeleitete Gleichung 
skizziert: 
IW (Antigen) + 7W (Antiserum) | /W(Lésungsmittel) 
4 z 


Sollwert des Gemenges: Antigen-Antiserum-Lésungsmittel. 


berechneter 


Diese Gleichung kann natiirlich nur dann gelten, wenn infolge der 
Immunpracipitation keine Refraktionsinderungen eintreten, wenn sich 
also die Immunpracipitation verhalt wie eine rein kolloidale EiweiBflockung. 

Die Differenzen der drei Parallel proben sind sowohl 
untereinander (Manipulationsfehler) als auch gegeniiber dem ,,be- 
rechneten Sollwert’’ in beiden Kammern ganz geringfiigig. 

Die Differenzen gegeniiber dem berechneten Sollwert sind 
nicht gréBer als mittlere Manipulationsfehler und geringer als 
die UnregelmaBigkeiten, die sich bei Ablesung gleicher Fliissig- 
keiten bei einfacher und doppelter Kammerlinge ergeben. Bei 
den Messungen in der 2 cm-Kammer machte sich die Unsicherheit 
der Streifenwahl geltend und zwar bei der Refraktionsbestimmung 
der geklirten Gemenge; im Endresultat schwankt daher die 
Differenz zwischen dem Glattwert (Null) und zwischen einem 
Minuswert von ungefahr 20 TT. Wir vermerken diesen Vorfall, 
der insofern von Interesse ist, als man dieselbe Erscheinung bis- 
weilen auch beobachtet, wenn man zu einem !/,-Kaninchenserum 
das gleiche Volum "/; -NaOH zufiigt; auch dann kann sich die 
Schwierigkeit der Streifenwahl im selben Ausmafe einstellen 
und die Differenzen zwischen dem beobachteten Wert des Ge- 


menges und seinem Sollwert schwanken ebenfalls je nach der 





Differenzen 


: zwischen beobachtetem und berechnetem Wert 
Konzen- 


tration 4 cm-Kammer | 2cm-Kammer 
des 


Antigens 


Immunserum 
Bezeichnung der Proben 


b c | a 


1/; Antipferdeserum : 200 0,7 Db 


: 100 99 *) ime 0.6 
| 3d 
von Kaninchen Hg | —e 
j 


: 500 10,7 2,8 





1/; Antipferdeserum 
von Kaninchen Hy, \ 


*) Ablesung vermutlich um eine Streifenbreite zu tief. 
**) Ablesung unsicher; Differenz schwankend zwischen —6 und — 26 
bzw. zwischen 0 und — 20 bzw. 9 und — 29. 


l 

l 

l 

1: 1000 7.6 2.6) - 
1:10 12 

1400 | 


6 **) 


: 400 


12* 
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Ablesung zwischen Null und dem Wert einer Streifenbreite 
(ca. 20 TT.). Mit der Pricipitation hat also dieses iibrigens nicht 
wesentliche Detail nichts zu schaffen. 

Dieser Versuchsausfall ist von der verwendeten Antigen- 
konzentration ganz unabhiingig, wie Reihenversuche lehren, 
von denen hier nur die SchluBresultate (Differenzen zwischen 
beobachteten und berechneten Werten der geklirten Reaktions- 
gemische wiedergegeben seien (siehe vorstehende Tabelle S. 179). 

Dagegen andert sich derVersuchsausfall, wenn statt "/,..-NaOH 
das stark refraktionsvermindernde Thornitrat in 1,2 proz. Lésung 
zur Auflésung der Niederschlige verwendet wird. Es kommen 
dann stirkere Minuswerte zur Beobachtung. 





> ifferenze 
Konzentration Differenzen 


Immunserum 7 
des Antigens 


4 cm-Kammer 2 cm-Kammer 


1/, Antipferdeserum von | fom a - A _ 
Kaninchen Ho, - : | : 1000 bits x 191] 


Versuche mit Auflésung der isolierten Pricipitate. 

Dieses Verfahren lehnt sich unter den in dieser Arbeit ver- 
wendeten Versuchsanordnungen am meisten an die von Hirsch 
und Langenstrass geiibte Technik an. Im einzelnen gingen wir 
dabei in folgender Weise vor: 

Das Pracipitat wurde nach — bei Zimmertemperatur oder 
im Eisschrank — eingetretener Flockung und spontaner Sedimen- 
tierung durch Ausschleudern komprimiert, von der iiberstehenden 
Flissigkeit durch Abhebern befreit, mit einem Lésungsmittel 
bekannter Refraktion wieder dispergiert und im Interferometer 
ausgemessen. AuBerdem wurde der IW. der _ iiberstehenden 
Fliissigkeit direkt bestimmt. 

Die Berechnung, d. h. der Vergleich der Sollwerte mit den beobach- 
teten Werten kann auf zweierlei Weise erfolgen: 

a) Man vergleicht die beobachtete mit der berechneten Lésung des 
Pracipitates. 

Die Berechnung der Pricipitatlésung geschieht nach dem Schema: 


IW (des Antigens) + JW (des Immunserums) 


= IW (der iiberstehenden 


Fliissigkeit) + IW. (des Lésungsmittels) = berechnete Pricipitatlésung. 
b) Man vergleicht die Summe der Refraktionen der Ausgangskompo- 
nenten (Antigen- und Antiserumverdiinnung, dividiert durch 2) mit der 
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Summe der Refraktionen der Endprodukte (IW. der iiberstehenden Fliissig- 
keit und LW. des Pricipitates). Den IW. des Pracipitates erhalt man, 
wenn man vom IW. des gelésten Pricipitates den [W. des Lésungsmittels 
abzieht. 

Es ist jedoch klar, daB in diese Schemata nicht einfach die abgelesenen 
IW. eingesetzt werden diirfen, sondern daB — wie an anderer Stelle bereits 
erwahnt wurde — die Volumina der iiberstehenden Fliissigkeit, des Pricipi- 
tates und des Lésungsmittels beriicksichtigt werden miissen. Wenn das 
Volumen des feuchten Pracipitates 1 ccm betragt, muB selbstverstaindlich 
ein verschiedener IW. resultieren, je nachdem das Pricipitat mit 20 cem 
Lésungsmittel auf das Volumen von 21 ccm oder mit 19 ccm auf das von 
20 ccm gebracht wird. In unseren Versuchen wurden in der Regel 10 cem 
Antigenverdiinnung mit 10cem Antiserumverdiinnung versetzt; 20 ccm 
wiirden somit dem Volum des Reaktionsgemisches, 19 cem dem der iiber- 
stehenden Fliissigkeit entsprechen (bei 1 cem Pracipitatvolum). Es erhellt 
iibrigens aus der bloBen Betrachtung der Mischungsformel, da das Volum 
bei allen Manipulationen und Rechnungen beachtet werden mu; von dieser 
Regel ist nur der Fall ausgenommen, daB man 2 Fliissigkeiten zu gleichen 
Teilen miteinander vermengt. 

Auf Grund dieser Uberlegungen haben wir das Volum der iiberstehen- 
den Fliissigkeit jedesmal genau ausgemessen. Die Berechnung hat dann 
so zu erfolgen, daB man die allgemeine Mischungsformel beniitzt, wobei 
die Volumina eo ipso konsequent beriicksichtigt werden miissen, oder da8 
man sich der obigen Vergleichsschemata bedient, in dieselbe aber nicht die 
abgelesenen IW., sondern die auf das gesamte Reaktionsvolum (in unseren 
Versuchen auf 20 ccm) reduzierten IW. einsetzt. Die Reduktion des bei 
einem Volum v, abgelesenen Interferometerwertes JW, auf das Volum v, 
geschieht nach der Formel JW, = IW, = ; in unserem Falle, d. h. bei dem 
Reaktionsvolum von 20 ccm ergibt sich JW,) = IW, 3 ‘ 


Versuch (Berechnung nach Schema a). — Samtliche Werte sind 


durch Multiplikation mit dem Faktor 56 auf dasVolum von 20cem reduziert. 
4 cm-Kammer): ‘. 

1. Gemenge von Serum ++ Antiserum aa 10 cem; berechnet 1630 

2. Uberstehende Fliissigkeit. ............. I4651 

3. 1. minus 2. = berechneter Pricipitatwert. ...... 179 

ye EIR rg, ac, en, 6) SUR Oar eee ae Gwen 132 

5. 3. und 4. = berechnete Pracipitatlbsung ....... 311 

6. Pracipitatl6sung beobachtet ........2.2... 306 

7. Differenz zwischen beobachtetem und berechnetem Wert 5 


Fiir gréBere Versuchsreihen erscheint es nicht vorteilhaft, jeden ab- 
gelesenen Wert einzeln zu reduzieren. Man beniitzt dann besser eine durch 
Einsetzen der Mischungsformel in Schema a) ableitbare Gleichung, in welcher 


die Division durch 20 nur einmal vorgenommen werden mub: 


IW (Gemenge) - 20— 7 W(iiberst.Fliissigk.) - v7, +7 W(Lésungsm.) + vy 


») 


IW (Pricipitatlésung) = 
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Berechnung desselben Beispieles nach Schema b). 
1. Refraktionssumme, berechnet aus den Ausgangskompo- 

nenten . oe may 1630 
2. Uberstehende Fliissigkeit 1451 
3. Pricipitatlésung beobachtet 306 
4. 1°,, Thornitrat page cee eran ag oe 132 
5. Refraktionssumme, berechnet aus den Endprodukten 

(2. + 3. — 4.). 2 ees 1625 
OC: ees wate FN i ee em ee 5 


Skizziert wird die detaillierte Rechnung durch die Formeln: 

Xefraktionssumme der Ausgangskomponenten 

IW (Antigen) + 7W(Antiserum) 
2 

efraktionssumme der Endprodukte 

ZW (iiberst. Fliissigkeit.) -v, + 7W(Pricipitatlésung) - (vr, + v,) — 7W(Lésungsmittel) - v, 
v1, +, P 

Volumen der iiberstehenden Fliissigkeit (im obigen Versuch 
19,67 ccm), 
Volumen des Pricipitates (im obigen Versuch 0,33 ccm), 


wobei: v, 


Reaktionsvolum 20 cem. 


Die Genauigkeit der Volumsbestimmungen wurde durch Parallel- 
versuche ermittelt; der maximale Fehler betrug + 0,02 ccm. Fehler dieser 
GréBenordnung kommen aber in den Endresultaten nicht mehr stérend 
zum Ausdruck,,wie man sich durch Rechnung mit willkiirlich angenom- 
menen Volumina, die von den tatsiachlich ermittelten um den angegebenen 
Fehler abweichen, leicht iiberzeugen kann. 

Auch bei dieser Methodik begegnen wir der voélligen Unabhangigkeit 
der SchluBdifferenzen von den verwendeten Antigenkonzentrationen, wie 


folgender Reihenversuch lehrt: 











. diffe 
Antiserum ; Antigen- x ci 
Konzentration 4cm-Kammer 2cm-Kammer 
1:50 —5 +12 +9 
1/; Antimenschenserum vy. | 1: 100 +12 + 12 
Kaninchen G4, 1: 200 — _ + 5 
1 : 400 22 -& 


Ergebnisse des indirekten Verfahrens. 
Fassen wir die mit diesem Verfahren in sehr zahlreichen Einzel- 
versuchen gewonnenen Resultate zusammen, so kénnen wir sagen : 
Bei Auflésung der nichtisolierten Pricipitate mit hochgradig 
verdiinnter Natronlauge verhielt sich die Refraktion genau so, 
man irgendeine nicht ausgeflockte Serumverdiinnung 


als ob 


gleicher Konzentration mit der verdiinnten NaOH vermengt hatte. 
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Es ergaben sich Glattwerte oder kleinere Minuswerte, 
nie die nach den Hypothesen von Calear und P. Hirsch 
zu fordernde Erhéhung. 

Bei Auflésung nichtisolierter Pracipitate mit Thornitrat und 
bei Verwendung einer stark sauer reagierenden Thorsalzlésung 
bekamen wir Minuswerte; wurden die Pricipitate vor der Auf- 
lésung isoliert und bewerkstelligte man die Auflésung in schwach 
sauren Thorsalzlésungen, so resultierten Glattwerte innerhalb der 
Fehlerbreite +10, doch hatte die Differenz mit einer einzigen 
Ausnahme ein positives Vorzeichen. 

Wir haben uns nun selbst den Einwand gemacht, da man 
in Anbetracht des stark refraktionsvermindernden Einflusses 
saurer Thorsalzlésungen gréBere Minuswerte als die tatsiichlich 
erzielten fordern kénnte und da man daher ein gewisses Anrecht 
zu konstruieren vermag, aus den Glattwerten und den relativ zu 
kleinen Minuswerten doch noch auf eine Refraktionserhéhung 
zu schlieBen. Diesem Einwand dadurch zu begegnen, das wir 
die Refraktionsverminderung durch Thorsalze einfach mit einem 
bestimmten Betrag in Rechnung stellten, war aus mehrfachen 
Griinden unstatthaft. Erstens schwankte diese Refraktions- 
abnahme auch unter gleichen Verhiltnissen nicht unbetrichtlich 
und zweitens darf man von den Versuchen mit Serum keinen 
RiickschluB machen auf die Refraktionsabnahme mit Pricipitaten ; 
wie die Refraktion durch Lésung von Pricipitaten in sauren 
Thorsalzen reduziert wird, laBt sich aber kaum feststellen. 

Jedenfalls war der Gedanke an eine ,,maskierte** Refraktions- 
erhéhung angesichts der ganz eindeutigen Experimente mit "/j99- 
NaOH als Lésungsmittel mit vélliger Sicherheit auszuschlieBen. 

Alle Verfahren, bei welchen das Pricipitat wieder aufgelést 
wird, arbeiten aber — das mu zugegeben werden — mit einem 
seiner Natur nach nicht ganz bekannten und daher sehr unangeneh- 
men Faktor: der Einfiihrung eines Lésungsmittels in das Gemisch 
von Antigen und Antikérper. Daraus miissen Fehlerquellen ent- 
springen, die bei "/;9,-NaOH unbedeutend, bei "/,,-NaOQH und 
| proz. Thorsulfat erheblicher und bei | proz. Thornitrat endlich 
sehr groB sind. 

Das Schwergewicht bei der Beurteilung der ganzen Angelegen- 
heit muB daher auf ein Verfahren gelegt werden, welches jedes 


Lésungsmittel entbehrlich macht. 
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2. Direkte interferometrische Beobachtung der Immunpricipitation. 


Wenn die Immunpricipitation die Folge einer mit Refrak- 
tionserhéhung einhergehenden Antigenverdauung durch Abwehr- 
fermente des Immunserums wire, so miBte die Refraktions- 
erhéhung auch eintreten, wenn man die Flockung durch Antigen- 
iiberschuB verhindert. Denn die Refraktionserh6hung durch 
Wirkung eines Fermentes z. B. Trypsin wird durch den UberschuB 
des fermentesziblen Substrates nicht nur nicht gehindert, sondern 
vielmehr gesteigert. Wir wollen nicht darauf eingehen, ob sich 
das Phinomen der ,,unteren Hemmungszone“ der Priicipitation 
mit den Fermenthypothesen von van Calcar und P. Hirsch 
iiberhaupt vertragt; es sei eben nur betont, daB sich die Refrak- 
tionserhéhung, iiber welche Hirsch, Kohler, Langenstrass 
u. a. berichtet haben, auch bei ausbleibender Flockung zeigen 
miiBte, und diese Uberlegung veranlaBte uns, die Immunpricipi- 
tation ,,sine praecipitatione’’, d. h. in der unteren Hemmungszone 
direkt interferometrisch zu untersuchen. 

Weiters liegen Beobachtungen von Mare vor, der schon 
1911 sah, da kolloidale Lésungen, z. B. linger aufbewahrte 
Gelatinelésungen, bei spontan eintretender Triibung merk wiirdiger- 
weise zunichst keine Verminderung ihrer Refraktion erfahren. In 
der Folge haben noch Walpole, Wiegner und Wintgen auf 
die Méglichkeit des Gleichbleibens der Refraktion bei Dispersitits- 
veriinderungen kolloiddisperser Systeme hingewiesen. Ahnliche 
Wahrnehmungen machte Doerr, wenn er Serum mit Thorsalz- 
lésungen in solchen gegenseitigen Mengenverhialtnissen vermischte, 
daB homogene, stabile Triibungen leichten Grades (Opalescenzen) 
auftraten; der Refraktionswert solcher Gemenge entsprach voll- 
kommen dem theoretischen, mit der Mischungsformel berechneten 
Sollwert. Auch wir kénnen diese Erscheinung bestitigen; an 
der Richtigkeit der Angaben von Marc, Walpole, Wiegner 
und Doerr lieBen systematische Untersuchungen an dauernden 
oder transitorischen Triibungen leichter, ja sogar mittlerer Grade 
keinen Zweifel aufkommen. Es mubte daher eine direkte Be- 
obachtung der Immunpricipitation mit dem Interferometer 
nicht nur bei Klarbleibenden Pricipitinogen-Pricipitingemischen 
(untere Hemmungszone), sondern auch bei allmihlich eintretender 


Flockung méglich und theoretisch gerechtfertigt sein. 
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Ks liegt auf der Hand, daB ein derartiges Verfahren den ganzen 
Modus procedendi auf die denkbar einfachste Form reduziert. 
Die Wirkung des Auflésungsmittels fallt ganz weg, Manipulationen 
und Berechnungen nehmen mit einem Schlage eine Gestalt an, 
die alle Fehler a limine ausschlieBt. Auf diesem Wege mubte 
sich die von Hirsch und Langenstrass angegebene Refraktions- 
erhéhung in derselben Manier nachweisen lassen wie bei der 
Zerlegung, welche Harnstoff in der Interferometerkammer durch 
Urease erfihrt, denn die Priicipitation trat bei unseren Immun- 
sera innerhalb weniger Minuten ein; soll ein mit Refraktions- 
erhéhung einhergehender Vorgang als Ursache der Immunpricipi- 
tation anerkannt werden, so mu} er notwendigerweise mindestens 
ebenso rasch verlaufen wie die von ihm hervorgerufene Klockung. 
Bei der interferometrischen Messung der Ureasewirkung konsta- 
tierten wir ja 1. schon bei der allerersten Ablesung (nach 30 Sek.) 
einen gegeniiber dem berechneten Sollwert deutlich erhéhten IW. 
des Gemenges Urease-Harnstoff und 2. daran anschlieBend einen 
raschen, im Interferometer gut verfolgbaren, weiteren Anstieg 
der Refraktion. 

Analoge Befunde konnten wir jedoch bei der Immunpricipi- 
tation nie erheben. 

Bei direkter Beobachtung des Ablaufes der Immunpricipitation 
in der Interferometerkammer ohne Anwendung von Auflésungs- 
mitteln haben wir nicht ein einziges Mal eine Refraktionser- 
héhung festgestellt. 

Die Pricipitationen wurden mit 4 verschiedenen Immunsera 
(1 Antimeerschweinchenserum M, und 3 Antipferdesera H,,, 
H,, und §,,) ausgefiithrt. Die Antigenkonzentrationen wech- 
selten, das pricipitierende _Immunserum wurde in solchen Men- 
gen zugesetzt, da®B sich die Konzentration im Gesamtvolum 
des Reaktionsgemisches wie tiblich auf 1:10 belief. Die Aus- 
messungen erfolgten sowohl in der 4 cm- wie in der 2 em-Kammer 
und lieferten gleichsinnige Resultate. 

Jedes Experiment wurde so durchgefiihrt, dai das erzielte 
Ergebnis als vierfacher Beweis fiir die Richtigkeit der Behauptung 
gelten konnte, daB sich die Refraktion bei der Immunpricipi- 
tation nicht andert. 


1. Unmittelbar nach dem Vermengen entsprach niimlich 


der IW. des Antigen-Antikérper- (Serum-Antiserum-) Gemenges 
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dem Sollwert, d. h. jenem Wert, der ohne chemische Umsetzung 
der beiden Komponenten zu erwarten war. 

2. Vom Augenblick der ersten Ablesung im Interferometer 
bis zum Eintritt der Triibung anderte sich die Refraktion nicht. 
Gerade in dieser Phase miibte aber die Refraktionserhéhung 
stattfinden, wenn sie als optischer Ausdruck eines Prozesses gelten 
soll, welcher die Flockung verursacht. 

3. Vom Beginne der Triibung an bis zu einem oft schon 
ziemlich weit fortgeschrittenen Stadium der Flockung blieben 
die anfinglich eingestellten Streifen des Interferenzspektrums 
an Ort und Stelle, solange als die zanehmende Triibung iiberhaupt 
noch eine Ablesung gestattete. Die Refraktion anderte sich somit 
nicht einmal in den ersten Stadien der Agglomeration der unléslich 
gewordenen Teilchen, sondern erst mit dem Eintritte der Sedi- 
mentierung und dann im Sinne einer Abnahme. 

4. Das Gleichbleiben der Refraktion wihrend der Zunahme 
der Triibung kann nicht darauf zuriickgefiihrt werden, daB sich 
eine hypothetische Refraktionserhdhung durch Abbau und eine 
Refraktionserniedrigung durch Ausfillen des EiweiBes gegenseitig 
aufheben. Einerseits wissen wir, daf andere EiweiBfillungen, bei 
denen Fermentationen ausgeschlossen sind, in ihren ersten Stadien 
die Refraktion nicht alterieren (Marc, Walpole, Wiegner, 
Doerr, unsere ad hoc angestellten Experimente) und andererseits 
haben wir es ja in der Hand, das Pricipitat durch Zusatz von 
M/s90- NaOH wieder bis zur homogenen Lésung zu dispergieren: 
dann miiBte die supponierte Refraktionserh6hung zum Vorschein 
kommen, was aber nicht zutrifft. Nach Klarung des triiben Reak- 
tionsgemisches durch "/,99-NaOH entsprach stets der beobachtete 
Wert dem berechneten bis auf jene kleinen Minusdifferenzen, die 
bei jeder Einwirkung von Lauge auf Serumeiweif zustande kommen. 
Abgesehen davon ist ja die Annahme, daB sich die hypothetische 
Refraktionserhéhung und eine Refraktionserniedrigung durch Ei- 
weibflockung in jedem Zeitmoment des spezifischen Pracipitations- 
vorganges Null fiir Null aufheben, so unwahrscheinlich, daB sie 
eigentlich tiberhaupt nicht diskutiert zu werden braucht. 

Fiir die ausfiihrliche Wiedergabe sei ein Versuch gewahlt, in 
dem die spezifische Pricipitation so verzégert eintrat und ablief, 
daB ihre optische Untersuchung durch langere Zeit hindurch 


verfolgt werden konnte. 
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Versuch: Direkte interferometrische Untersuchung einer I[mmun- 
pracipitation ohne Anwendung von Auflésungsmitteln: Temperatur 17,5° C, 
Vergleichsfliissigkeit 1,89, NaCl. 


I. Beobachtung am Beginn des Versuches (vgl. Punkt 1). 


Interferometrierte Interferometerwerte 
Fliissigkeiten 4cm-Kammer 2cm-Kammer 
1. 1/; Antipferdeserum (S,,) ..... . 1138 563 
ao "igg ROO kw 42] 208 
$1. + 2. aa; Werechnet . .. 2. ws 779 385,5 
4. 1.+ 2. aa, beobachtet ...... 768 384 


5. Differenz zwischen beobachtetem und 


berechnetem Wert ......... 1] 1,5 


Il. Beobachtung vom Vermengen bis zur Ausflockung (vgl. 
Punkt 2 und 3). 

Seit dem Vermengen 

hs Aussehen des Interferometerwerte 

abgelaufene Zeit 


. ’ teaktionsgemisches 4cm-Kammer 2 cm-Kammer 
in Minuten 


0 klar 779*) 385,5 
2 a 771 384 

3 os 768 385 

4 i 384 

6 fast klar 769 

7 beginn. Triibung 767 383 
10 ‘ 767 

13 zunehm. Triibung — unleserlich 384 
23 kraftige Triibung - 384 

30 Flockung 9 unleserlich 


*) Ablesung vor volligem Temperaturausgleich. 


III. Wiederauflésung der Triibung mit ®/,99-NaOH (vgl. Punkt 4). 


2 cm-Kammer 


@: Beram-Agtisorumaomisoh.. 2... .k 6s otc ew ee 384 
ee TGR ee PEE a ae ae oe 85 
eee a ee OOEEG 0 aia oe be wees eee 6s BO 234,5 
8. 4. + 6. aa ergibt eine klare Lésung mit dem IW. . . 221 
9. Differenz zwischen beobachtetem und berechnetem Wert 13 


Vergleichsweise seien nun noch die Differenzen zwischen beobachtetem 
IW. und berechneten Sollwerten gegeniibergestellt, wie sie sich ergeben; 

a) Bei dauerndem Ausbleiben der Triibung, 

b) bei verzégerter und 

c) bei sehr rascher Pricipitation. 


Unterschiede, welche durch die verschiedene Reaktionsgeschwindig- 
keit bedingt sein konnten, traten nicht zutage. Niemals konnte eine spatere 
Erhéhung des erstabgelesenen Wertes konstatiert werden, auch nicht bei 
der Ausdehnung der Beobachtungszeit iiber eine Stunde. 
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Antigen- Verlauf der Differenzen zw. beob. u. Sollwert 


Bez. d. Immunserums konz. Pricip. 4em-Kammer 2em-K. 0,5em-K. 
Antimeerschweinchenserum M, 1Is0 keine Flockung til +1 1 - 
Antipferdeserum .......H, Ife “ ~ +0,7 +65 

- Hy, ye verzog. ,, 11 10 
Antimeerschweinchenserum M, ‘oo +«rasche » +14 5 0 —_ 


Schluffolgerungen. 


Die mit dem hochempfindlichen Interferometer durchgefiihrten 
efraktionsbestimmungen bei Immunpricipitationen haben mit 
dem alten, der Methodik von Hirsch nachgebildeten, aber viel- 
fach modifizierten indirekten Verfahren zum Teil absolute, zum 
Teil annihernde Ubereinstimmung der beobachteten Refraktion 
der priicipitierten Antigen-Antikérpergemenge mit den berech- 
neten Sollwerten (,,Gemischtwerten“) ergeben. Die Abweichungen 
waren nach Zahl und GréBe gering und beruhten, wie die darauf 
gerichteten Kontrolluntersuchungen ergaben, entweder auf tech- 
nischen Fehlern oder auf der Einwirkung der zur Lésung der 
Pricipitate verwendeten Dispersionsmittel. 

Die Messungen mit dem neuen direkten Verfahren ergaben 
ausnahmslos eine nahezu absolute, d. h. die unter den 
Bedingungen der Methodik tiberhaupt erreichbare 
Ubereinstimmung; die Refraktion der Priacipitinogen- 
Pricipitingemenge hatte also den Wert, den man er- 
warten mu, wenn keine chemische (molekulare) Um- 
setzung stattfindet. Nie wurde eine Zunahme der 
Refraktion mit fortschreitender Reaktionszeit be- 
obachtet. 

Damit steht fest, daB die Reaktion zwischen Eiweib- 
antigen und pricipitierendem Immunserum in der ersten bis 
zur Flockung reichenden Phase die Refraktion nicht andert; 
die interferometrische Untersuchung erbringt keinen 
Beweis fiir die hypothetische Auffassung der Immun- 
pricipitation als einer ,,Abwehrfermentreaktion“. 

Bei gleichbleibender Refraktion ist nach theoretischer Uber- 
legung und nach den Ergebnissen des Experimentes allerdings 
sowohl ein weitgehender Abbau wie ein Ausbleiben jeglichen 
chemischen Geschehens méglich. Die Entscheidung dieser Alter- 
native ist jedoch mit Hilfe des Interferometers unmdéglich; sie 
stand auch nicht zur Diskussion, vielmehr handelte es sich nur 


darum, ob die Aussage, daB Immunpricipitationen mit Refrak- 
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tionserh6hungen verkniipft sind (Hirsch, Langenstrass), zu 
Recht besteht oder nicht. 

Da nun ein Beweis fiir einen Abbau auf refraktometrischem 
(interferometrischem) Wege nicht erbracht werden konnte, ent- 
behrt die Hypothese der fermentativen Spaltung der 
EiweiBantigene durch ihre Antikérper jeder tatsich- 
lichen Stiitze. Die bisherigen Anschauungen iiber das 
Wesen und den Mechanismus der Immunpracipitation 
wie auch der Anaphylaxie bestehen zu Recht. Ihre Dev- 


tung als rein physikalische Prozesse gewinnt durch die Resultate 


der Interferometrie bedeutend an Boden. Auf dieses Kapitel 


gedenken wir an anderer Stelle niher einzugehen, 
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Uber die Wechselbeziehungen zwischen Blutplasma und 
Giewebefliissigkeiten, insbesondere Kammerwasser und 
Cerebrospinalfliissigkeit'). 

I. Der Zuckergehalt und die Frage des gebundenen Zuckers. 


Von 
J. de Haan und S. van Creveld. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 19. Juli 1921.) 


linleitung. 

Die Beziehungen zwischen Blutstrom und Lymphestrom, 
die Wechselwirkung zwischen Blut und Gewebefliissigkeiten sind 
noch immer Objekt lebhafter Diskussion. Zwar ist festgestellt 
worden, daB der Blutdruck nicht die einzig wirksame filtrierende 
Kraft ist fiir die Lymphbildung; es ist dies von vornherein auch 
darum unmdglich, weil im lebenden Koérper die Abhangigkeits- 
beziehungen zwischen den verschiedenen Lebenserscheinungen 
nirgends derart sich gestalten, daB einzelne nur Ursache, andere 
nur Folge sind. In dem letzten Jahrzehnt haben sich die Asher- 
schen Anschauungen tiber den wichtigen Anteil der Arbeit der 
Gewebszellen an der Lymphbildung immer mehr Bahn gebrochen; 
es ware jedoch verfehlt, wenn man darum die wichtigen Fragen, 
vor welche die Zellarbeit uns stellt, mit dem Namen vitale Wirkung 
und Sekretion bei Seite liegen lieBe. Ist es ja Zweck aller Unter- 
suchung, die Resultate letzterer Arbeit derart zu analysieren, dab 
die dabei wirksamen Krifte uns méglichst einfach vor Augen 
stehen. Inwieweit spielen dabei Krafte wie Filtration, Diffusion, 
Adsorption usw. eine Rolle? - Es ist wohl unzweifelhaft, daB dem 
Blute hier vielfach eine fiihrende Rolle zukommt. Die Weise, 


1) Eine vorlaufige Mitteilung iiber diesen Gegenstand erschien in dem 
,,Zittingsverslag Koninkl. Academie van Wetensch.“ vom 26. IIT. 1921. 
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in der die Blutzusammensetzung in den verschiedenen Kérper- 
fliissigkeiten sich wiederfindet, ist an erster Stelle eine Permeabili- 
tiitsfrage einer oder mehrerer trennenden Membrane, und zweitens 
durch die Arbeit beeinfluBt, welche die Zellen, sei es als deutliche 
Membranen geordnet, sei es jede fiir sich, im fortwiaihrenden Stoff- 
wechselbetrieb austiben. Wo diese Membranarbeit iiberaus grofB 
ist, manifestiert sich dies in einer véllig abweichenden Zusammen- 
setzung der Fliissigkeiten, welche an der anderen Seite der Mem- 
bran hervorquellen; der Anteil der direkten Diffusion tritt voéllig 
in den Hintergrund; hier gibt es eine reine .,Sekretion’*: Die 
chemische Zusammensetzung des Magensaftes, des Harnes, der 
Galle usw. ist der Ausdruck desjenigen, was die betreffenden 
Organzellen auf den Reiz vom Blute her liefern. 

In den sogenannten Gewebefliissigkeiten jedoch kénnen die 
von der Zellenarbeit bewirkten Abanderungen nicht so schroff 
hervortreten, indem sie fortwihrend wieder vom Blute her aus- 
geglichen werden: Die gebildete Fliissigkeit wird hier nicht fort- 
geschafft, sondern bleibt mit dem Blute fortwihrend in engster 
Beziehung. 

Wenn dennoch in chemischer Hinsicht Verschiedenheiten 
diesseits und jenseits von den Gewebe und Blut trennenden 
Membranen angetroffen werden, so miissen dieselben von 2 Fak- 
toren beherrscht werden. Erstens kénnen sie der Ausdruck sein 
einer tiberaus starken modifizierenden Gewebsarbeit; zweitens 
kann auch die abschlieBende Wirkung der Membran fiir bestimmte 
Stoffe eine nahezu vollkommene sein; auch im letzten Falle wird 
schon ein ziemlich geringfiigiger Unterschied in der Produktions- 
oder Verbrauchsschnelligkeit dieser Stoffe an beiden Seiten der 
Membran eine gréBere Differenz in der Konzentration derselben 
hervorrufen. An eine solche Undurchgingigkeit werden wir an 
erster Stelle denken, wenn wir den groBben Unterschied im Eiweib- 
gehalt zwischen Blut und Lymphe betrachten. 

Von diesem chemischen Gesichtspunkte aus haben wir uns 


mit Untersuchungen iiber die Verhiltnisse zwischen dem Blute 


und 2 typischen Organfliissigkeiten befaBt, dem Kammerwasser 


der vorderen Augenkammer und der Cerebrospinalfliissigkeit, 

welche beide in leichter Weise rein erhalten werden kénnen. 
Bis zum jetzigen Tage wird meistens fiir diese Fliissigkeiten 

ein bestimmter Entstehungsort angegeben; die meisten Unter- 
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sucher sprechen nimlich von einer Sekretion, andere von einer 
Filtration durch die Processus ciliaris fiir das Auge und durch 
den Plexus chorioideus fiir das Gehirnwasser. Untersuchungen 
der letzten Zeit (z. B. C. Hamburgers fiir das Auge) sprechen 
einen berechtigten Zweifel aus, ob es hier unter normalen Verhalt- 
nissen eine ganz bestimmte Bildungsmembran gibt, und weiter, ob 
hier von einer nennenswerten Fliissigkeitsbewegung die Rede sein 
kann; allem Anschein nach sind es vielmehr statische Fliissig- 
keiten, wobei der Diffusion eine gréBere Rolle zukommt als der 
Wasserbewegung infolge des Blutdruckes. Wir wollen uns hier 
nicht weiter mit der schwierigen Frage befassen, welches Verhalt- 
nis zwischen dem Drucke der gebildeten Fliissigkeit und dem Blut- 
drucke besteht. Noch vor kurzem hat Becht!) betont, da die 
Lésung dieses Problems aiuBerst schwierig ist; dieser Autor kommt 
auf Grund zahlreicher Experimente zu der SchluBfolgerung, daB 
betreffs der Cerebrospinalfliissigkeit die zumal von Halliburton 
und Dixon?) hervorgehobenen Argumente, welche eine aktive 
vom Blutdruck unabhingige Sekretion beweisen sollten, sich ebenso 
leicht in mechanischer Weise erklairen lassen. 

Die chemische Zusammensetzung der beiden Fliissigkeiten 
ist sowohl fiir die mechanische als fiir die ,,sekretorische** Erklirung 
als Beweismaterial verwendet. Auf Grund der groBen Uberein- 
stimmung in der Zusammensetzung ist wiederholt betont worden, 
daB eine enge Beziehung mit dem Blute bestehen soll; von anderen 
ist jedoch, insbesondere fiir das Gehirnwasser, aber auch fiir das 
Kammerwasser, auf bestimmte Diskongruenzen mit dem Blute 
hingewiesen (Verschlossensein fiir Farbstoffe, Medikamente, Salze 
(Jodiden) usw.), welche auf vitale Eigenschaften der Membran 
bezogen werden. In einer zweiten Mitteilung hoffen wir diese 
Frage naiher ins Auge zu fassen, und iiber das All- oder Nicht- 
verschlossenbleiben der Membran fiir derartige Stoffe zu berichten. 

In dieser ersten Mitteilung haben wir uns mit der Durch- 
giingigkeit fiir einen ganz physiologischen Stoff beschaftigt und 
zwar mit der Glucose. 

Wir haben untersucht, inwieweit der Zuckergehalt der oben- 
genannten Gewebefliissigkeiten in normalen Verhiltnissen von 
dem im Blute verschieden ist; zweitens haben wir den Blut- 


1) Americ. Journ. of physiol. 51, 1. 1920. 
2) Journ. of physiol. 47, 215. 1913; 48, 128. 1914. 
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zuckergehalt fiir kurze Perioden kiinstlich abgeaindert. Die 
Schnelligkeit, womit dieser Wechsel von den Gewebefliissigkeiten 
befolgt wurde, konnte als Ma dienen fiir die Durchlissigkeit der 
betreffenden Membranen fiir Glucose, und dadurch lieBe sich 
ein Anhaltspunkt gewinnen, inwieweit eine geringe Diffusibilitat 
fiir etwaige Verschiedenheiten zwischen dem Blute und den Ge- 
webefliissigkeiten verantwortlich gemacht werden konnte. 

An erster Stelle haben wir als Leitmotiv die meist augen- 
fallige Eigenschaft dieser Fliissigkeiten, namlich ihr minimaler Ge- 
halt an EiweiB und anderen Kolloiden gelten lassen. Durch die 
Entwicklung der physikalischen und der Kolloidchemie brauchen 
wir wenigstens fiir dieses Zuriickhalten von Kolloiden nicht mehr 
den Ausdruck ,,vitale Eigenschaft zu verwenden; gibt es ja bei 
der Dialyse und der Ultrafiltration Beispiele von nichtlebenden 
Membranen, welche ebenso fiir Kolloide undurchgingig sind. Die 
Cerebrospinalfliissigkeit ist dann auch von Mestrezat'), das 
Kammerwasser von Magitot?) als ein Dialysat des Blutes be- 
trachtet, wo die vorhandenen Stoffe nur nach Mafgabe ihrer 
verschiedenen Diffusibilitit vorhanden seien. 

Auch wir haben uns das Ziel gestellt, zu untersuchen, inwie- 
weit sich diese Fliissigkeiten wie ein Ultrafiltrat oder besser wie 
ein Dialysat verhalten. Was den Zucker anbelangt, so hatten wir 
in dieser Hinsicht einen speziellen Anhaltspunkt. Konnte ja 
einer von uns’) nachweisen, daB beim Ultrafiltrieren von Blutserum 
ein nicht unerheblicher Teil des Zuckers auf dem Filter zuriick- 
bleibt. Da der Zustand, in welchem die Glucose im Blute vor- 
handen ist, in letzterer Zeit vielfach der Gegenstand einer Dis- 
kussion gewesen ist, méchten wir zuerst eine kurz gefabte Uber- 
sicht von den Anderungen, welche die Auffassungen iiber die Ver- 
teilung und Bindung des Blutzuckers in den letzten Jahren 
mitgemacht haben, hier mitteilen; waren ja selbstredend diese 
Auffassungen fiir unsere Untersuchung von gréBter Wichtigkeit. 
Neuere Ergebnisse tiber den Blutzucker. 

1. Untersuchungen der letzten Jahre haben es wohl klar- 
gelegt, daB beim Menschen und den bekannten Laboratoriums- 

1) Le liquide céphalo-rachidien 1912. 

2) Ann. d’oculist. 154. 1917. 


8) S. van Creveld, Verslag Physiologendag 16. XII. 1920, Amster- 
dam. Nederlandsch. Tijdschr. v. Geneesk. 2. Hialfte, 783. 1921. 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 13 
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tieren (Frosch, Kaninchen) im strémenden Blute die roten Blut- 
kérperchen héchstens winzige Quantititen an Glucose enthalten 
kénnen und wahrscheinlich véllig zuckerfrei sind!). Zugleich 
haben diese Untersuchungen gelehrt, dafB schon durch gering- 
fiigige Manipulationen, wie Defibrinieren, Gerinnung, Zusatz 
von gerinnungshemmenden Substanzen eine Anderung der 
Permeabilitat stattfindet, wodurch sehr schnell ein erheblicher 
Teil des Plasmazuckers in die Blutkérperchen tiberwandert. 

Aus diesem Grunde sind eigentlich alle friiheren vergleichen- 
den Bestimmungen des Zuckers im Blute und anderen Organ- 
fliissigkeiten nur von sehr beschrinktem Werte, indem dabei 
diesen Fakten nicht geniigend Rechnung getragen wurde. Es 
wurde immer das Gesamtblut oder ein Blutplasma oder auch 
Blutserum untersucht, dessen Zuckergehalt mehr oder weniger 
geringer war als im stré6menden Plasma. Wo die GréBe der Ab- 
nahme sehr verschieden ausfillt, ist es nicht méglich, dafiir eine 
Korrektion anzugeben. Und selbstredend kommt nur der wahre 
Gehalt des Plasmas an Zucker fiir vergleichende Untersuchungen 
mit anderen Organfliissigkeiten in Betracht. Nur mit dieser 
wichtigen Einschrankung konnten wir die Angaben der Literatur, 
welche wir im weiteren mitteilen werden, verwenden. Und selber 
muBten wir méglichst dafiir Sorge tragen, daB wir nur den richtigen 
Plasmawert und nichts anderes bestimmten. 

2. Dann ist der Blutzuckergehalt eines Tieres keine konstante 
Gr6éBe, sondern sehr erheblichen Schwankungen in kurzer Zeit 
(durch Nahrung, Schrecken usw.) ausgesetzt; es gibt also fiir ein 
bestimmtes Tier keinen festen Blutzuckerwert, und médglichst 
gleichzeitige Bestimmungen im Blute und den anderen Kérper- 
fliissigkeiten konnten deshalb fiir unseren Zweck nur in Betracht 
kommen. 

3. Das dritte in Betracht kommende Problem haben wir als 
unseren Ausgangspunkt schon gestreift: Gibt es einen sogenannten 
,gebundenen Blutzucker“? Steht ein gréBerer oder kleinerer 
Teil des Blutzuckers im engeren Verhiltnis zu einem oder mehreren 
der Kolloide des Plasmas? — Die Frage des Bestehens eines 


1) Siehe u. m. R. Brinkman und E. van Dan, Arch. internat. de 
physiol. 15, 105. 1919. — S. van Creveld und R. Brinkman, Zittings- 
verslag Koninkl. Acad. van Wetensch., 17. Dez. 1920. Daselbst auch weitere 
Literaturangaben. 
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Sucre virtuel (Lé pine u. a.) schien durch die Untersuchungen 
von Abel’), von Hess und Me Guigan?) und von Rona und 
Michaelis*) gelést in dem Sinne, da} der totale Plasmazucker 
frei im Plasma vorhanden sei. Der Befund van Crevelds, zur 
selben Zeit auch von Rusznyak*) beschrieben, zeigt jedoch, daB 
dies nicht zutreffen kann; beide fanden, daB ein erheblicher Teil 
des Zuckers im Serum nicht ultrafiltrierbar ist®). Es besteht also 
ein Unterschied in der GréBe der totalen Reduktion (der Zucker 
wurde mit der letzten Bangschen Methode bestimmt) des Plasmas 
(Serums) und seines Ultrafiltrates, sei es, da dieser wirklich von 
Glucose oder von anderen reduzierenden Stoffen herriihrt. DaB 
weder v. Hess und Me Guigan nach der Methode der Vivo- 
diffusion von Abel, noch Michaelis und Rona ein damit iiber- 
einstimmendes Resultat erhielten, ist nicht wunderlich. Haben 
doch v. Hess und Me Guigan mit ihrem Vivodialysat den Zucker- 
gehalt des mittels NaF erhaltenen Blutplasmas verglichen. Aus 
dem auf S. 193 gesagten folgt aber, daB der Zuckerwert des Fluorid- 
plasmas héchstwahrscheinlich niedriger ausfallen wird als im 
strémenden Blutplasma. Wenn also diese Autoren fiir den Zucker- 
gehalt des Vivodialysates ungefiihr denselben Betrag finden wie 
im Fluoridplasma, so sollte man aus diesem Befunde eher auf 
einen héheren Gehalt im Plasma des Kérpers, d. h. also auf eine 
Bindung eines Teiles des Zuckers schlieBen miissen. Und was die 
Ergebnisse Michaelis und Ronas anbelangt, so garantiert die 
Methodik eines 48stiindigen Dialysierverfahrens sicher weniger 
das Bestehenbleiben der Verhiltnisse des strémenden Blutes 
als: die viel schneller wirkende Ultrafiltration. Die beim Ultra- 
filtrieren crhaltenen Unterschiede waren meistens so erheblich, 

1) Abel, Rowntreeand Turner, Journ. of pharmacol. a. exp. therap. 

5, 275 u. 611. 1914. 
) Ibidem 6, 45. 1914. 

3) Diese Zeitschr. 14, 476. 1908. 

4) Diese Zeitschr. 113, 52. 1921. 

5) Es mége in diesem Zusammenhange noch eine Mitteilung von Ham - 
burger und Brink man (diese Zeitschr. 88, 103. 1918) Erwahnung finden. 
Diese Autoren fanden im hiesigen Institut keine Differenz im Zuckergehalt 
zwischen Serum und Ultrafiltrat. Es handelte sich hier jedoch nur um 
vorliufige Experimente bei einer Untersuchung, deren Hauptzwecke in 


tw 


anderer Richtung lagen. Zweifelsohne wiirden auch Hamburger und 
Brinkman bei fortgesetzten Versuchen die meist vorhandene erhebliche 
Differenz konstatiert haben. 


13* 


) 
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daB an Versuchsfehler (Adsorption durch das Filter, Volum des 
Kiweibes des Serums) nicht gedacht werden konnte; auch bleibt 
der Unterschied nicht nur fiir die ersten, sondern auch fiir die 
spiter filtrierten Portionen bestehen. Aus Tabelle I ersieht man, 
daB z. B. beim Rinde etwa '/,—1/, des Totalzuckers gebunden ist. 


Tabelle LI. 





Zuckergehalt Zuckergehalt des 
des Ultrafiltrates von Differenz Mittlere 
Rinderserums Rinderserum Differenz 
0,139 0,065 0,074 
0,150 0,086 0,064 
0,136 0,060 0,076 0,064 
0.128 0,072 0,056 | 
0,130 0,081 0,049 


Wir kénnen vorlaufig nicht mit Bestimmtheit sagen, daB der 
gebundene Teil der Stoffe, welche die Totalreduktion bewirken, 
wirklich Glucose betrifft. Nach den Untersuchungen von Ege?) 
jedoch wire hier kaum an eine andere Moéglichkeit zu denken; 
hat ja dieser Forscher festgestellt, daB von der Totalreduktion 
nur ein winziger Teil auf Rechnung der Restreduktion gestellt 
werden darf. Wir werden dann auch den nichtultrafiltrierbaren 
Teil der Totalreduktion hier weiter mit dem Namen ,,gebundener 
Zucker bezeichnen. Auch andere Untersucher haben neulich 
auf die Wahrscheinlichkeit des Bestehens eines gebundenen 
Zuckers hingewiesen, sei es auch nicht auf zwingende Griinde hin. 
Kleiner?) verweist auf diese Méglichkeit, da er feststellte, daB 
der Zucker aus diabetischem Blute langsamer dialysierte als aus 
normalem, nachdem im letzteren durch Zuckerzusatz derselbe 
Zuckergehalt hergestellt worden war als im ersten; und Allen’) 
meint darauf schlieBen zu diirfen, weil eine hypodermale Gabe von 
Glucose keine Glucosurie verursacht, wihrend nach intravenédsem 
Verfahren letztere sofort auftritt; in ersterem Falle sollte der 
Zucker auf dem Wege zum Blute von den Gewebezellen in eine 
Bindung iiberfiihrt worden sein. 

Da Kammerwasser und Cerebrospinalfliissigkeit fast alle 


Eigenschaften eines natiirlichen Ultrafiltrates zeigen, war es fiir 


1) Diese Zeitschr. 107, 229. 1920. 

2) Journ. of biol. chem. 34, 471. 1918. 

3) Siehe u. m.-Mac Leod, Physiology and Biochemistry in modern 
Medicine, 1920, 8. 693. 
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uns angezeigt, beim Studium des Zuckerwechsels erst zu erforschen, 
ob auch hinsichtlich des gebundenen Zuckers diese Fliissigkeiten 
sich wie ein Ultrafiltrat des Blutes verhalten und ob umgekehrt 


dadurch die Annahme eines gebundenen Zuckers auch im strémen- 


den Plasma Bestiitigung erhalten konnte. Diese Frage werden 
wir fiir Kammerwasser und Cerebrospinalfliissigkeit gesondert 
behandeln, aber erst im kurzen die von uns befolgte Methodik 
angeben. 


Methode. 


Als Versuchstiere verwendeten wir Kaninchen. Das Kammer- 
wasser wurde in leichter Weise durch direktes Einstechen eines capillar 
zugespitzten Glasréhrchens durch die vorher cocainisierte Cornea erhalten. 
Durch dieselbe Offnung laBt sich auch nach einigen Minuten das eiweib- 
reiche sekundire Kammerwasser, das die Kammer schnell wieder anfiillt, 
entnehmen. 

Schwieriger gestaltete sich die Abnahme der Cerebrospinalfliissigkeit. 
Es handelte sich um einen Vergleich mit dem Blute unter verschiedenen 
Umstianden, und deshalb sollte vor allen Dingen die Entnahme am lebenden 
Tier stattfinden, und zugleich das letztere infolge dieser Operation nicht 
sofort eingehen. Eine gewéhnliche Lumbalpunktion ist beim Tiere aber 
aiuBerst schwierig. Wir entschlossen uns fiir eine Operation, welche sich 
unter Lokalanisthesie (ohne Adrenalin) anstellen laBt: Mittels Median- 
schnitt werden die Haut und Muskulatur des Nackens beim auf dem Bauch 
festgebundenen Tier in der Gegend des Atlas gespalten bis auf die Processus 
spinosi der oberen Halswirbel; darauf wird mit einem der schon erwahnten 
Glascapillaren das Ligament zwischen Atlas und Hinterhauptsbein durch- 
gestochen, also in der Gegend des 4. Ventrikels; unter langsamem Zuriick- 
ziehen des Réhrchens sieht man meistens eine geniigende Menge der Fliissig- 
keit schneller oder langsamer in das Réhrchen emporsteigen. Es verdient 
Empfehlung, erst durchzustechen, nachdem das Tier zuvor in eine Stellung 
mit gehobenem Hinterkérper gebracht worden ist, damit mit mehr Sicher- 
heit ein positiver Druck der Fliissigkeit erwartet werden kann. Nur selten 
wurde als Folge der Operation eine voriibergehende Lahmung oder Ataxie 
beobachtet. Wenn man nach der ersten Entnahme an einer oder 2 Stellen 
die Haut vorlaiufig schlieBt, kann man nach bestimmter Zeit (z. B. unter 
kiinstlich verinderten Umstinden) die Punktion wiederholen. 

Die Blutentnahme wurde méglichst zur selben Zeit als die Entnahme der 
ebengenannten Fliissigkeit vorgenommen. Wir verfolgten dabei die Metho- 
dik, wie sie einer von uns!) fiir das Erhalten eines einwandfreien Blutplasmas 
verwendet hat: Nach Eréffnung einer Ohrvene durch Punktion fiillt man 
moglichst schnell ein kleines kurz vor dem Versuch paraffiniertes Glas- 
réhrchen von 0,5—0,75 ccm Gehalt mit einigen Tropfen Blut und zentri- 
fugiert unmittelbar waihrend etwa einer Minute; das noch fliissige Plasma 


1) S. van Creveld, I. c¢. 
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wird schnell mit einer paraffinierten Pipette abgesogen und in Doppel- 
proben, ebenso wie das Kammerwasser und die Cerebrospinalfliissigkeit, 
auf die vorher gewogenen Bangschen Papierstreifen gebracht; diese werden 
sofort wieder gewogen und dann nach dem zuletzt beschriebenen Bangschen 
Verfahren der Zuckergehalt bestimmt. Es scheint uns nicht iiberfliissig, 
hier zu erwihnen, da wir mit der Bangschen Methode immer gute Re- 
sultate erreichten; es wurde jedoch bei jeder Serienbestimmung zugleich 
eine Kontrollbestimmung von Glucose 0,1 proz. und auch eine Blindtiter- 
bestimmung der Thiosulfatlésung ausgefiihrt; solches war nétig, weil der 
Titer der Thiosulfatlésung nicht konstant bleibt. 

In der Mehrzahl der Faille wurde auch von allen Fliissigkeiten der 
Eiweibgehalt refraktometrisch mittels des Abbeschen Refraktometers 
bestimmt. 

Kine Adrenalinhyperglykimie wurde durch subconjunctivale Injektion 
meistens in 2 Tempos, von 0,5—0,75 cem einer 1 promill. Adrenalinlésung 
hervorgerufen. 

Fiir die Ultrafiltration kleiner Serummengen verwendeten wir immer 
ein kleines Ultrafilter nach De Waard [siehe Arch, Néerl. de Physiol. 
II, 530. 1918}. 

Zuckergehalt des Kammerwassers. 

In der Literatur findet man mehrere Angaben iiber den 
Zuckergehalt des Kammerwassers; meistens werden [so u. m. von 
Osborne?)] Werte mitgeteilt, welche mit dem des Blutzuckers 
iibereinstimmen. Schon auf 8.194 haben wir mitgeteilt, daB der- 
artige annihernde Angaben fiir uns keinen Wert hatten, indem 
der Zuckergehalt des Blutplasmas, womit verglichen werden 
sollte, niemals einwandfrei bestimmt wurde. Selbst die sehr aus- 
fiihrliche, vorziigliche Arbeit von Ask?), in welcher auch ver- 
gleichende Untersuchungen iiber den Zuckergehalt im Blute und 
Kammerwasser in normalem und kiinstlich geiindertem Zustande 
mitgeteilt werden, lieferte uns keine Ergebnisse, welche wir ohne 
weiteres beniitzen konnten; weder das Prinzip des gebundenen 
Zuckers, noch die Fehler, welche den Zuckergehalt des unter- 
suchten Blutplasmas herabsetzen kénnten, konnten damals beriick- 
sichtigt werden. Fernerhin werden wir sehen, daB, wenn man diese 
Fehler in Anspruch nimmt, die Ergebnisse Asks meistenteils 
gut mit den unsrigen iibereinstimmen, wenn auch dieser Autor 
zu anderen SchluBfolgerungen kommt. Bei der Kritik unserer 
Resultate werden wir Gelegenheit haben, darauf niher zuriick- 


zukommen. 


1) Journ. of physiol. 52, 318. 1919. 
2) Diese Zeitschr. 59, 1. 1914. 
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In Tabelle IL finden sich saimtliche vergleichenden Zucker- 
bestimmungen von Kammerwasser und gleichzeitig erhaltenem 


Blutplasma (Zeitdifferenz héchstens etwa 10 Minuten) zusammen- 








gestellt. 
Tabelle II. 
Zuckergehalt des Zuckergehalt des gleich- 
Blutplasmas zeitig abgenommenen Differenz Mittlere Differenz 
(Ohrvene Kaninchen) Kammerwassers 
0,20 0,19 +-0,01 
0,28 0,19 0.09 
0,20 0,15 +-0,05 
0,20 0,19 +0,01 
0,28 0,16 0,12 
0,27 0,21 + 0,06 
0,24 0,22 +-0,02 
0,22 0,19 0,03 
0,25 0,17 + Q,08 0.86 : 
0,20 0,19 -0,01 i9 7 0,045"/, 
0,22 0,19 t-Q,03 " 
0,21 0,19 0,02 
0,26 0,24 t+-Q,02 
0,32 0,25 +-Q,07 
Q,22 0,18 +-0,04 
0,19 0,U8 +0,11 
0,12 0,05 +-0,07 
0,26 0,28 0,02 
0,19 Q,15 +-Q,04 


Es war von vornherein zu erwarten, da man hier nicht den- 
selben Unterschied im Zuckergehalt finden wiirde als zwischen 
einem Serum (Plasma) und dessen Ultrafiltrat in vitro. Erstens 
ist allem Anschein nach im Auge vielmehr von einem Dialysat 
als von einem Ultrafiltrat die Rede, ist ja wahrscheinlich in nor- 
malen Verhiltnissen eine nennenswerte Fliissigkeitsstr6mung im 
Auge kaum vorhanden [Weiss!), Hamburger?)]. Ein etwa vor- 
handener Unterschied im Zuckergehalt zwischen Blut und Kammer- 
wasser mu also durch Diffusion ausgeglichen werden. Der primar 
sich aindernde Faktor ist hier der Blutzucker, der tiglich und 
stiindlich hin und her schwankt; wir haben also kein konstantes, 
sondern ein veriinderliches Filtrans, und das Dialysat folgt durch 
ausgleichende Diffusion diesen Anderungen von ferne nach. 
Wo ziemlich groBe Schwankungen im Blutzuckergehalt sich in 
kurzer Zeit vollziehen kénnen, laBt sich erwarten, da} das Kammer- 


wasser solchem schnellen Wechsel oft nicht sofort folgen kann. 


1) Nagels Handbuch der Physiologie des Menschen III, 8S. 458 usw. 


2) Die Ernihrung des Auges. Leipzig 1914. 
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Es wird also Augenblicke geben, wo nach schneller Steigerung 
des Blutzuckergehalts ein etwa vorhandener Durchschnittsunter- 
schied mit dem Kammerwasser abnormal hoch ausfallt; bei 
schneller Verringerung jedoch zeitweise vollig verschwinden kann, 
ja selbst fiir kurze Zeit die umgekehrten Verhialtnisse sich finden 
kénnen. Wenn jedoch ein konstanter Faktor vorhanden ist, der 
dahin wirkt, daB der Zuckergehalt des Plasmas ein hoéherer sei 
als der des Kammerwassers, so wird ein solches sofort aus den 
Mittelwerten einer groben Zahl gesonderter Bestimmuhgen sich 
zeigen miissen. 

Aus der Tabelle II ersieht man, da wirklich der mittlere 
Wert des Kammerzuckers deutlich (um einen Betrag von etwa 
0,045°,,) hinter dem des Blutplasmas aus der Ohrvene zuriickbleibt. 
Wie auf 8.192 hervorgehoben wurde, kénnte solches sowohl von 
einem Mangel an Diffusionsfaihigkeit eines Teiles des Zuckers 
(also vom gebundenen Zucker) als von einem Zuckerverbrauch 
im Kammerwasser herriihren; dieser Verbrauch wird jedoch aller 
Wahrscheinlichkeit nach bei der geringen Vitalitat der Gewebe 
um die Augenkammer herum nur unbedeutend sein. 

Bei den zahlreichen Bestimmungen wurde nur einmal ein 
(sehr wenig) héherer Gehalt im Kammerwasser gefunden; simt- 
liche andere Zahlen sind niedriger als im Blutplasma. Wir kénnen 
also sagen, daB dieser Befund die Auffassung, daB ein 
Teil des Blutzuckers gebunden ist, verstarkt, und 
umgekehrt fiir die Auffassung des Kammerwassers 
als eines Dialysates des Blutes spricht. 

Dieser Auffassung, dafs der gebundene Teil des Blutzuckers 
dem Kammerwasser fernbleibt, wird noch mehr Stiitze gegeben, 
wenn man mit dem Blutplasma auch das schnell sich regenerierende 
sekundire Kammerwasser vergleicht. Wie bekannt, steht diese 
letzte Fliissigkeit, wenigstens beim Kaninchen, in einem viel direk- 
terem Kontakt mit dem Blutplasma; sie zeigt schnelle Gerin- 
nung, der EiweiBgehalt ist hoch. Wessely') gibt dafiir Werte 
von 1—2°%,; wir fanden ebenso wie Hagen?) auf Grund unserer 


refraktometrischen Bestimmungen viel héhere Betrage von etwa 


1) Ergebn. d. Physiol. 4 (1), 565. 1905. 

2) Klin. Monatsbl. f. Augenheilk. 64, 187. 1920. Uber das abweichende 
Verhalten des Menschenauges siehe auch Seidel, Graefes Arch. f. Ophthalm. 
104, 162. 1921. 
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3—5%; bei der dritten Punktion ist der Eiweibgehalt wiederum 
im allgemeinen hoher als bei der zweiten, wahrscheinlich dadurch, 
daB nach der ersten Punktion die sich regenerierende Fliissigkeit 


fiir einen nicht unwichtigen Teil durch Zustr6mung aus der eiweiB- 





freien Glask6rperfliissigkeit gebildet wird, wahrend nach der 
zweiten Punktion dies weniger der Fall sein wird. Offenbar wird 
bei der plétzlich sich einstellenden groBen Druckdifferenz das 
Blutplasma durch die gelockerten Membrane hindurchgeschickt, 
wahrend nur die Formelemente zuriickbleiben. 

Es zeigt sich nun (Tabelle III), das auch hinsichtlich seines 
Zuckergehaltes dieses sekundiire Kammerwasser in schéner Weise 


dem Blutplasmazuckergehalte sich nahert; daB also mit den 


Tabelle III. 





I. IV 
Blutplasma Zeit Pr =. Zeit Sek sa Zeit Blutplasma 
merdes| am Anfang des jZwischen _ mesh * __ jawischen “. . reccranetd zwischen}| am Ende des 
Kanin- Versuches 1. und ee = ee ae Versuches 
‘hens |Zucker- Refrak- - Zucker- Refrak- : Zucker- Refrak- sis Zucker- Refrak- 
gehalt tion |Minuten] gehalt tion |Minuten] gehalt tion [Minuten | gehalt tion 


Num- 


0,20 . 0.19 1.3345] 10 0,24 1,3436 . 
0,20 0.15 1.3333 10 0,20 |1,3424 f 0,21 1,3458 
0,19 1,3339] 15 0,20 1,3409 E 0,20 1.3461 


0,28 1,3449 f 0.16 1,3341 10 0,19 1,3412 0,21 

0,27 |1,3477 0,21 1.3350} 10 0,25 1,3444] ‘ 0,29 1,3472 
—- - 0.19 1,3341 10 0,21 1,3412 0,22 1,3468 
0,24 |1,3479 0,22 1,3340] 10 0.27 1,3433 0,30 1,3472 
0,19 |1,3465 E 0.08 1.3380] 12 0,15 1,3445 
0,12 |1,3435 5 0,05 1.3339] 10 Q,15 1,3395 























Blutkolloidenauch der gebundene Zuckerinderregene- 
rierten Flissigkeit vorhanden ist. 

Die in Tabelle III gegebenen Zahlen betrachtend, soll man 
nicht vergessen, dai durch nervése Reize (physiologische Sym- 
pathicusreize nach Bang) wihrend eines Versuches der Blut- 
zuckergehalt beim Kaninchen nicht unerheblich zunimmt. Da 
zwischen Spalte I und IIT meistens ein Zeitraum von 20—30 Min. 
liegt, kann es nicht wundern, daB der Zuckergehalt im sekundiren 
Kammerwasser (Spalte III), wie auch die Tabelle deutlich aus- 
weist, oft nicht mehr dem des urspriinglichen Blutplasmas 
(Spalte 1) gleichzustellen ist, sondern dem des nachher entnom- 
menen Blutplasmas (Spalte IV). 

Wenn wir nun fragen, wie der gefundene mittlere Unterschied 


von etwa 0,045°, sich zu dem Werte verhilt, um welchen der 
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Zuckergehalt des Kaninchenserums hoher ist als der des Ultra- 
filtrates desselben, so sehen wir aus einigen in Tabelle [V gegebenen 
Jestimmungen, dais der gebundene Zucker ziemlich groben 
Schwankungen unterliegt, im Mittel jedoch etwa 0,075°%, betrigt; 
wegen der nur wenig zahlreichen Bestimmungen und der groben 
Abweichungen vom Mittelwert kann man letzteren jedoch nicht 
als genau betrachten. Nach Analogie mit den Werten beim Ultra- 
filtrieren von Rinderserum erhalten, wird dieser Wert jedoch 
nicht zuviel von der Wirklichkeit abweichen und es scheint also, 
als ob die auf Grund des Dialysates in vivo (Kammerwasser) 
gefundene Zahl von 0,045 nicht unerheblich hinter dem beim 
Ultrafiltrieren sich zeigendem Werte von 0,075 zuriickbleibt. 
Kine nihere Betrachtung lehrt jedoch, daB dieser Unterschied 
nur scheinbar ist. Unsere mitgeteilten Plasmawerte stammen ja 
von einem vendésen Blute aus der Ohrvene, und bekannterweise 
ist im allgemeinen der Blutzuckergehalt der Kérpervenen niedriger 


Tabelle IV. 





Zuckergehalt des | Zuckergehalt des 
Kaninchenserums Ultrafiltrates Differenz Mittlere Differenz 
(aus Plasma erhalten) | dieses Kaninchenserums 


0,36 0,28 0.08 

0.47 0.41 0.06 | 

0,27 0,15 Q,12 | 0,52 

0.30 0.18 0.12 —_ 0,075% 
0,22 019 0.03 | ' 

0.94 0.22 0.02 | 

0,25 0,16 0.09 


als der arterielle wegen des (variierenden) Zuckerverbrauches 
in den verschiedenen Organen. Ein einfacher Versuch lehrte uns, 
daB dies wirklich zutrifft, wie aus Tabelle V erhellt, wo in zur selben 
Zeit entnommenen Blutvolumina aus A. carotis und der Vena 
jugularis posterior des Kaninchens (mittels angebundener Kaniile 
entleert) der Blutzuckergehalt bestimmt wurde. 

Nebenbei zeigte sich dabei, daB sowohl im rein vendésen als 
im arteriellen Blut: die Blutkérperchen zuckerfrei sind, und durch 
gleichzeitige Untersuchung des Ultrafiltrates, dab 
der verminderte Zuckergehalt des venédsen Plasmas 
nurden freien Zucker betrifft; die Werte fiir den gebundenen 
Zucker sind eher erhéht. Daraus kann also geschlossen werden, 
daB der freie Teil des Zuckers fortwahrend verbraucht 


wird. 
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Tabelle V. 


Vergleichende Zuckerwerte fiir arterielles und venéses Blut. 





Nummer ‘ Blut aus V. facialis; Blut aus A. carotis 
Es wurden untersucht 9 ° 
des post. (etwa l2cem) (etwa 12 cem) 
i. 7 in beiden Blutarten ° ° 
Kaninchens Ay ‘ 


Blutkérperchenvolumen 32 
Blutzucker des totalen Blutes 0,24 
Plasmazucker daraus berechnet 0.36 
Plasmazucker bestimmt 
Zuckergehalt des Serums aus 
Plasma erhalten 
Zuckergehalt des Ultrafiltrates 
dieses Serums 
Menge des gebundenen Zuckers 
Refraktion des Serums 
Zuckergehalt des Serums aus 
Plasma erhalten 
Zuckergehalt des Ultrafiltrates 
dieses Serums 
Menge des gebundenen Zuckers 
Zuckergehalt des Serums aus 
Plasma erhalten 
Zuckergehalt des Ultrafiltrates 0,19 
dieses Serums 
Menge des gebundenen Zuckers 0,03 


Zwischen vendsem und arteriellem Blute finden wir nun 
: , : 0.11 + 0,03 4- 0,02 
einen mittleren Unterschied von 3 0,05 %, 
ein Wert, welcher, wenn auch nicht genau, keineswegs zu vernach- 
lissigen ist. Wo nun das arterielle (capillare) Blut sozusagen 
den StoB zum Auswechsel mit den Geweben gibt, und das vendse 
Blut nur das Resultat dieser Wechselwirkung ist, sollte man 
fiir den Vergleich mit dem Kammerwasser auch besser das arterielle 
Blut nehmen; dieses ist an einem bestimmten Augenblick fiir 
den ganzen Kérper konstant, das venése Blut variiert auch in 
seinem Zuckergehalt nach den verschiedenen Organen, aus denen 
es herstammt; das Blut aus einer Ohrvene hat zur selben Zeit 
wahrscheinlich einen anderen Zuckergehalt als das venése Nieren- 
blut, und kénnte man das rein venése Blut entnehmen, das nur 
von den Geweben um die vordere Augenkammer herriihrt, so 
wiirde dessen Zuckergehalt der genaue Spiegel des (wahrscheinlich 
geringen) Zuckerverbrauches dieser Gewebe sein. Wir miissen 
also dem gefundenen Unterschied von 0,045°,, zwischen Blut- 


plasma- und Kammerwasserzucker den Betrag zufiigen (sagen wir 
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0,05°,,), um welchen der Zuckergehalt des venédsen Blutes des 
Ohres geringer ist als der des arteriellen, und bekommen dann 
den Wert, um welchen der Kammerzuckergehalt hinter dem des 
arteriellen Blutes, mit welchem es in Wechselwirkung steht, 
zuriickbleibt. Wir finden also bei der Ultrafiltration 
in vitro und beim Dialysat in vivo gut iibereinstim- 


mende Betrage fiir den gebundenen Zucker. 


Wie steht es nun mit der Diffusionsschnelligkeit des Plasma- 
zuckers in das Kammerwasser hinein, wenn durch Adrenalin- 
injektion eine starke Hyperglykimie hervorgerufen wird? Ein 
Ultrafiltrationsversuch, in Tabelle VI zusammengefaft, lehrt, daB 
die Steigerung des Zuckergehaltes bei dieser Hyper- 
glykamie nur den freien Zucker betrifft; die Menge des 
gebundenen Zuckers andert sich nicht nennenswert. In dem- 
selben Versuch wurde auch die Zuckerzunahme im Vivodialysat 
(Kammerwasser) nach dieser Adrenalininjektion bestimmt, und 
man sieht, daB etwa 2 Stunden nach der ersten Injektion, also im 
Augenblick, wo erfahrungsgemif schon wihrend langerer Zeit 
die maximale Hyperglykiimie besteht, der Zuckergehalt des 
Kammerwassers zwar stark zugenommen hat, aber noch bedeutend 


hinter dem eines Blutultrafiltrates zuriickbleibt. 


Tabelle VI. 
Steigerung des Zuckergehaltes etwa 2 Stunden nach Adrenalininjek- 
tion im Blutplasma, dessen Ultrafiltrate und im Kammerwasser. 





} Zuckergenhait 
etwa 2 Stunden nach 
der Adrenalininjektion 


Zuckergehalt vor 


Untersuchte Fliissigkeit agi | 
seu : om der Adrenalininjektion 


MINOIOI  es se a 0.25 0,61 
Ultrafiltrat dieses Blutserums . 0,16 0.54 
Primires Kammerwasser .. . 0,24 0,44 


Aus Tabelle VII, wo aus einer gréBeren Versuchsreihe die 
Werte fiir Kammerwasser und Plasma vor und etwa 2 Stunden 
nach der Adrenalininjektion zusammengestellt sind, sehen wir im 
allgemeinen dasselbe; es sei bemerkt, daB iiberall, wo in Spalte I 
die Werte des Plasmazuckers nach der Adrenalininjektion nicht 
angegeben sind, man statt deren ebensogut den Zuckergehalt des 


wohlbestimmten sekundiren Kammerwassers nehmen_ kann. 
Wir sehen, da zwar der Zuckergehalt im Kammerwasser im 
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allgemeinen schnell zunimmt, aber dennoch mehr hinter dem 
des Plasmas zuriickbleibt, als auf Grund der Menge des gebundenen 
Zuckers erwartet werden konnte. 
Tabelle VII. 
Steigerung des Zuckergehaltes im Blutplasma und im Kammerwasser 
etwa 2 Stunden nach Adrenalininjektion. 





[. IT. iil. 
Num- Zuckergehalt des Zuckergehalt des pri- Zuckergehalt des sekun- 
mer des Blutplasmas maren Kammerwassers diren Kammerwassers 
Kanin- vor der etwa 2 Std. vor der etwa 2 Std. vor der etwa 2 Std. 
chens Adrenalin- nach der Ad-}| Adrenalin- nach der Ad-]| Adrenalin- nach der Ad- 
injektion renalininjekt. injektion renalininjekt. injektion renalininjekt 
l 0,21 0,62 0,19 0.40 0,63 
2 0,26 0,66 0,24 0,44 
3 0,19 0,08 0,22 0.15 0,25 
4 0,19 O15 0.25 0,20 0,36 
5 0.12 0.05 0.20 0.15 0,39 
6 0,26 0,28 0,49 0,26 0,52 











Zwar gibt es auch Fille (Nr. 3 und 6), wo die Ubereinstimmung 
eine viel bessere ist. Da® die Resultate nicht immer genau iiber- 
einstimmen, wird verstindlich, wenn man bedenkt, daB die Verhilt- 
nisse nach Adrenalininjektion etwas kompliziert sind; es bildet 





sich nicht nur eine Hyperglykimie, sondern zugleich tritt auch 
eine maximale GefiBverengerung auf wihrend einer nicht immer 
gleich langen Zeit ; meistens dauert diese aber wahrscheinlich weni- 
ger lang als die Hyperglykimie, was aus dem eigentiimlichen Ver- 
halten des EiweiBgehaltes im sekundiren Kammerwasser ersichtlich 
ist. Wessel y') wies schon nach, dab letzteres sich nach Adrenalin- 
injektion durch sehr geringen Eiweibgehalt auszeichnet, und solches 
infolge der GefaBverengerung. Nun sehen wir aus dem ausfiihrlichen 
Protokolle in TabelleVIII vom Verlauf einiger Adrenalininjektionen, 
daB der Eiweibgehalt im sekundiren Kammerwasser et wa eine halbe 
Stunde nach der Adrenalininjektion noch minimal ist (Kaninchen 1), 
jedoch an spiteren Zeitpunkten, oft schon kurze Zeit nachher (Ka- 
ninchen 2 usw.) schon wieder hoch ausfallt. In Einklang damit 
kénnen wir erwarten, da} wihrend der (wechselnd langen) Dauer 
der maximalen Gefi®Bverengung auch die Diffusionsschnelligkeit 
eine sehr geringe sein wird; die noch sehr geringe Zunahme des 
Kammerwasserzuckers im Fall 1, Tabelle VIII, wo schon langst 
der Plasmazuckerwert sehr hoch ist, weist darauf auch hin. 


1) l. ¢. 
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Durch eine wechselnd schnelle Diffusionsgeschwindigkeit, die 
infolge der verschiedenen Dauer der GefiBverengerung anzunehmen 
ist, lassen sich unsere Resultate miteinander gut in Einklang bringen ; 
es wird nicht immer, ja nur selten, gelingen, den Zeitpunkt bei 
der maximalen Hyperglykimie zu treffen, wo der Zuckergehalt des 
Kammerwassers dem des Ultrafiltrates gleichgekommen ist. 

Aus dem Protokoll in Tabelle VIII sieht man, daB die maxi- 
male Hyperglykiimie nach 2—3 Stunden wieder abzuklingen 
anfingt; auch diese Abnahme wird etwas verspitet (Fall 6 und 7) 
vom Kammerwasser befolgt, und im Fall 7 konnte der Moment 
getroffen werden, wo infolgedessen fiir kurze Zeit der Plasma- 
zuckergehalt schon niedriger war als im Kammerwasser. 

Fall 3 und noch schéner Fall 4 illustrieren in frappanter Weise 
den Einflu8 der Diffusionsschnelligkeit. Im rechten Auge hatte 
sich schon gerade vor der Adrenalininjektion ein sekundires 
Kammerwasser mit hohem EiweiBgehalt gebildet. Infolge der 
Adrenalingabe diffundierte in dasselbe nun langsam der Zucker 
aus dem hyperglykimischen Plasma hinein. Als 2 Stunden nach 
der Adrenalininjektion (Fall 4) punktiert wurde, war im sekun 
diren Kammerwasser des rechten Auges der Zuckergehalt deut- 
lich héher als im primaren Kammerwasser des linken Auges 
(0,5 und 0,4°,), offenbar infolge des im rechten Auge vorhandenen 
gebundenen Zuckers; dennoch blieb er deutlich hinter dem des 
Plasmas (> 0,6) an diesem Augenblick zuriick; daB dies wirklich 
auf langsamer Diffusion beruhen mu, sieht man aus dem Werte 
fiir das sekundire Kammerwasser des linken Auges, welches, in 
einigen Minuten hineingestrémt und in seinem Zuckergehalt mit 
dem des gleichzeitigen Plasmas véllig iibereinstimmt (0,63°,). 

Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB der mittlere 
Zuckergehalt des normalen Kammerwassers um einen 
ziemlich groBen Betrag niedriger ist als der des Blut- 
plasmas; dafg aus Adrenalinversuchen ersichtlich ist, 
daB eine Zunahme des Plasmazuckers schnell in das 
Kammerwasser hineindiffundiert, aber in der ersten 
Zeit infolge der durch Adrenalin hervorgerufenen 
GefaBverengerung wahrscheinlich langsamer als unter 
normalen Verhaltnissen. Der Zuckergehalt im sekun- 
diren Kammerwasser ist ziemlich genau derselbe als 


im Plasma zu gleicher Zeit. 
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Wenn wir mit diesen Resultaten die Ergebnisse der schon er- 
wihnten Arbeit von Ask vergleichen, so zeigen sich beim 
ersten Blicke bemerkenswerte Unterschiede. Ask vermeldet 
erstens, daB der Zuckergehalt des Kammerwassers dem des Blut- 
plasmas gleichzustellen ist und hoéher ist als der des totalen 
Blutes. Wir sind iiberzeugt, daB dieser Befund seinen Grund hat 
in den zu niedrigen Plasmawerten Asks, wo der Zuckergehalt 
zweifelsohne schon verringert war (sieheS. 198). Nicht beistimmen 
k6nnen wir der zweiten SchluBfolgerung Asks, da im sekundaren 
Kammerwasser der Zuckergehalt dem des primiren gleich ist; 
dafiir sind unsere Zahlen in Tabelle IIT und auch in Tabelle VIII 
zu deutlich; der Vergleich mit Plasmawerten, an verschiedenen 
Zeitpunkten entnommen, macht es durchaus unmdglich, an eine 
wihrend des Versuches eintretende Hyperglykimie zu denken. 
Es scheint uns von Bedeutung, dies zu betonen, da die Frage des 
gebundenen Zuckers hiermit in engster Weise zusammenhingt ; 
wiren primires und sekundiires Kammerwasser von gleichem 
Zuckergehalt, so wiirde solches dem Bestehen eines gebundenen 
Zuckers eine Stiitze nehmen. 

Ebenso wie wir konnte auch Ask feststellen, dafB der héhere 
Zuckergehalt im Kammerwasser nach Adrenalininjektion meistens 
deutlich hinter dem des Plasmas zuriickbleibt. Ask laBt die 
Moglichkeit offen, daB wir es hier mit einer zweckmaBigen Wirkung 
zu tun haben, damit die héheren Plasmazuckerkonzentrationen 
von den Augenfliissigkeiten fernbleiben. Wir haben klargelegt, 
warum unseres Ersehens hier nur wechselnde Diffusionsverhialt- 
nisse in Betracht kommen werden. 


Zuckergehalt der Cerebrospinalfliissigkeit. 

Das Gehirnwasser ist gerade in der letzten Zeit vielfach unter- 
sucht, insbesondere von amerikanischer Seite. Cullen und 
Ellis!) zeigten die fast absolute Ubereinstimmung zwischen dem 
Ureumgehalt des Blutes und der Cerebrospinalfliissigkeit und 
bestatigten dadurch den Befund friiherer Autoren. Wasserstoff- 
ionenkonzentration und Bicarbonatgehalt sind fast dieselben als 
im Blute. Dagegen ist die Konzentration an Harnsiure eine viel 
geringere als im Blute [Fine und Myers?), Gradwohl und 


1) Journ. of biol. chem. 20, 511. 1915. 
2) Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. 13, 126. 1916. 
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Blaivas')]. Dieselben Autoren und ebenso Weston?) teilen 
auch fiir den Zuckergehalt des Gehirnwassers Werte mit, welche 
nur etwa '/,—*/, von denen des Blutzuckers erreichen; wie andere 
Autoren erwihnen sie dabei, da bei tuberkuléser Meningitis der 
Zucker in der “erebrospinalfliissigkeit oft véllig fehlt; es betraf 
hier immer Versuche an Menschen mit verschiedenen Krank- 
heiten. Wo hier mit Blutzucker allem Anscheine nach der Zucker 
des totalen Blutes gemeint wird, sollte aus diesen Zahlen folgen, 
daB im Vergleich mit dem Plasmazucker der Zuckergehalt des 
menschlichen Gehirnwassers sehr niedrig ist. Dies weist darauf hin, 
daB zumal hier die einfache Angabe, daB der Zuckergehalt des 
Gehirnwassers dem des Blutes entspricht [siehe u. m. Me Leod?’)], 
gerechtem Zweifel unterliegt und naiherer Untersuchung bedarf. 
Unsere eigenen Untersuchungen bestitigen fiir das Kaninchen 
den Befund der zuerst genannten Autoren, wie aus Tabelle IX 
ersichtlich ist. 


Tabelle IX. 





Zuckergehalt der normalen Cerebrospinalfliissigkeit im Vergleich mit dem 


des Blutplasmas. 





Num- 
mer d, 
unter- 
suchten 
Kanin- 
chens 


ADO fF WDE 


gehalt tion | Minuten} gehalt tion | Minuten} gehalt tion 


— | — | 018 (1,3341] 8 | 048 1.3441] 0,30 
0,23 1,3464 50 | 0,20 1.3341] 20 | 040 1.3456] 0,20 




















Die vergleichende Untersuchung mit dem Plasmazucker 
gestaltet sich hier etwas schwieriger als beim Kammerwasser; 
es dauert ja der Eingriff immer langere Zeit, als die Entnahme des 
Kammerwassers fordert; sehr oft finden wir deshalb am Ende 
des Versuches einen abnormal hohen Plasmazuckerwert, was 
um so mehr zu erwarten ist, als wir hier am Orte des Zucker- 
stiches arbeiteten. Da es méglich wire, daB dieser Zucker nur sehr 


1) Newer methods of Blood and Urine Chemistry, 1920, 8. 313. 
2) Journ. of med. research. 35, 199. 


3) Physiology and Biology in modern Medicine 1920. 


_ — — 0,14 1,3341) 15 0,40 1,3451] 0,26 | 
1,21 


L. : II wR IIT. Differenz 
Blutplasma Zeit Ceret ae 1 Zeit Blutplasma zwischen 
am Anfang des |ZWischen eo se ey ~ |zwischen} am Ende des | pjasmaund| Mittlere 
Versuches I. und omree Il. und Versuches Cerebrospi-| Differenz 
II. III. ———} a irldsel 
Zucker-  Refrak- Zucker- Refrak- Zucker- Refrak- — 
cei 


0,30 —_— 35 0.20 1.3341] 15 0.36 |1,3451} 0,16 7 
0,19 — 25 0,09 (1,335: “ea as 0.10 | 0,17°/, 
0,12 |1,3435] 15 0,02 11,3334 — = 0.10 

0,26 |1,3444] 20 0.17 |1,8338] — 0,26 _ 0,09 
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langsam ins Gehirnwasser hineindiffundierte, méchten also die 
im Fall 1—4 gefundenen Zuckerwerte zu hohe Unterschiede 
vortiuschen. Fall 5—7 zeigt jedoch, daB auch im Augenblick, 
wo niedrige Plasmawerte gefunden werden, der Zuckergehalt der 
Cerebrospinalfliissigkeit viel geringer ist. Méchte auch die mittlere 
Differenz ad 0,17°, infolge der zu hohen Werte der ersten Fille 
in Wirklichkeit zu hoch sein, so sieht man dennoch aus Tabelle X, 
das auch dem Kammerwasser gegeniiber der Zuckergehalt des 


Gehirnwassers deutlich zuriickbleibt. 
Tabelle X. 


Vergleichende Zuckerwerte von Blutplasma, Kammerwasser und 


Cerebrospinalfliissigkeit. 





Nummer des Zuckergehalt Zuckergehalt des Zuckergehalt der 
Kaninchens des Plasmas Kammerwassers Cerebrospinalfliissigkeit 


] 0,33 0,26 0,20 
2 O12 O.U5 0,02 
ES 0,19 0.15 Q,09 
} 0,26 0,28 | O17 


Fir die Erklarung dieses niedrigen Prozentgehaltes wiirde 
eine sehr geringe Diffusionsgeschwindigkeit des Zuckers in das 
Gehirnwasser hinein verantwortlich gemacht werden kénnen 
welche einem (selbst eventuell minimalen) Verbrauch nicht gleichen 
Schritt halten méchte. Man kénnte um so mehr daran denken, da 
andere dem Plasma zugefiigte krystalloiden Stoffe, wie z. B. 
J-Salze, in die Cerebrospinalfliissigkeit im Gegensatz zum Kammer- 
wasser gar nicht oder iiberaus langsam diffundieren ’). 

Versuche mit Adrenalinhyperglykimie jedoch, in derselben 
Weise eingerichtet wie beim Kammerwasser, und auch jetzt gleich- 
zeitig mit dem Kammerwasser vorgenommen, lassen keinen Zweifel 
iibrig, daB die Diffusion des Zuckers hier ebensowenig wie beim 
Auge zu wiinschen iibrig laBt. Aus Tabelle XI ist dies ohne weiteres 
deutlich. Wo nach der Adrenalingabe keine Plasmabestimmung 
gemacht wurde, kann statt dessen wiederum der Zuckergehalt 


des sekundiren Kammerwassers zum Vergleich gewahlt werden. 


Wir kénnen also sagen, daB der mittlere Zuckergehalt 
der Cerebrospinalfliissigkeit betrachtlich hinter den 


1) Uber die betreffenden Versuche wird in der zweiten Mitteilung 
berichtet werden. 
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Tabelle XI. 
EinfluB von Adrenalininjektion auf den Zuckergehalt von Blut- 
plasma, Kammerwasser und Cerebrospinalfliissigkeit. 





Zuckergehalt Zuckergehalt etwa 


Nummer : k 
re Untersuchte Fliissigkeit normal beim  2Stdn. nach Injektion 
Kentuchons Anfang des von ca. 0,75 ecm 
Versuches 1 promill, Adrenalin 

l Blutplasma 0,19 — 
Sekundires Kammerwasser O15 0.25 
Primires Kammerwasser 0,08 (0,22 
Cerebrospinalfliissigkeit -- O18 

2 Blutplasma O19 — 
Sekundires Kammerwasser 0,20 0,36 
Primires Kammerwasser O,15 0,25 
Cerebrospinalfliissigkeit 0,09 0,22 

3 Blutplasma 0,12 a 
Sekundires Kammerwasser 0,15 0,39 
Primires Kammerwasser 0.05 0,20 
Cerebrospinal fliissigkeit 0,02 0.17 

4 Blutplasma 0,26 
Sekundires Kammerwasser 0,26 0.52 
Primiires Kammerwasser 0,28 0,49 
Cerebrospinalfliissigkeit 0,17 0,33 


Werten des Plasmas und des Kammerwassers zuriick- 
bleibt. Kammerwasser und Gehirnwasser sind beide nahezu 
eiweibfrei; in Salzgehalt, in fast allen Eigenschaften findet man 
zwischen beiden die gréBte Ubereinstimmung. Fiir das abweichende 
Betragen der Cerebrospinalfliissigkeit dem Zucker gegeniiber 
kann nicht eine geringere Diffusionsgeschwindigkeit des Zuckers 
in die Flissigkeit hinein verantwortlich gemacht werden. Wenn 
wir annehmen, da®B auf Grund des gebundenen Teiles des Plasma- 
zuckers die Cerebrospinalfliissigkeit mit dem Kammerwasser 
iibereinstimmen sollte, so muB der gefundene Unterschied zwischen 
Kammerwasser und Gehirnwasser anderswo herriihren. 

Unseres Ersehens kann die Erklairung keine andere sein als 
diese, daB aus dem Gehirnwasser im Gegensatz zum 
Kammerwasser der Zuckerverbrauch ein erheblicher 
sein mub; es muB dies der Ausdruck der Organarbeit 
des Gehirns sein. Die Cerebrospinalfliissigkeit ist ja gewisser- 
mafen nichts anderes als die Gewebsfliissigkeit des Gehirnes 
(man denke an die perivascularen Lymphriume), deren chemische 
Zusammensetzung im allgemeinen und deren Zuckergehalt im 


besonderen nur entweder von der Seite der einen Membran 
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(Trennungsmembran mit dem Blute) oder von der anderen Seite 
(Gehirngewebe) beeinfluBt werden kann. Ein Unterschied mit dem 
Blute, der gréBer als die Menge des gebundenen Zuckers ist, kann 
also nur vom Gehirngewebe herriihren; der Verbrauch des Zuckers 
von dieser Seite mu so schnell vonstatten gehen, daB der fort- 
wihrende Ersatz durch Diffusion von seiten des Blutes damit nur 
im Gleichgewicht ist auf Kosten eines Abfalles in der Zucker- 
konzentration. Der Zuckerspiegel in den Gewebefliissig- 
keiten der verschiedenen Organe mu ja unter sonst 
gleichen Umstandenimumgekehrten Verhiltnisstehen 
zur Intensitat des Zuckerstoffwechsels in den betref- 
fendenOrganen, geradeso wie esauch mit der Sauerstoffspannung 
der Fall ist. Zwar gibt es iiber die Intensitaét des Stoffwechsels im 
Gehirne keine feststehenden Daten, aber es wird im allgemeinen an- 
genommen, da derselbe relativ hoch ist ; jedenfalls aller Wahrschein- 
lichkeit nach héher alsin den Geweben um das Kammerwasser herum. 

Es ware verfriiht, hier tiber die Bedeutung des gebundenen 
Zuckers bei diesem Zuckerstoffwechsel viel zu sagen, solange nicht 
die Natur des zuckerbindenden Kolloids (Adsorbens?) genauer 
bekannt ist. Aus den Versuchen iiber das Verhalten des freien 
und des gebundenen Zuckers im arteriellen und im venésen Blute 
scheint hervorzugehen, daB die freie und nicht die gebundene 
Fraktion in den Geweben verbraucht wird, oder besser gesagt, 
zum fortwaihrenden Ersatz des fortwihrend verbrauchten Zuckers 
dient ; es ist dies auch auf Grund der schnelleren Diffusion des freien 
Zuckers von vornherein wahrscheinlich. Auf der anderen Seite 
weist das Bestehen einer gebundenen Form des Zuckers an und fiir 
sich daraufhin, daB auch in den Zellen selbst die gebundene Form 
eine Rolle spielen muB, da ja die Kolloide des Blutplasmas celluliren 
Ursprungs sind und meistenteils direkte Zellbestandteile sein 
werden. Es wire sehr gut méglich, daB im Geriiste der Zellstruktur 
eine Bindung an gewisse Zellbestandteile den weiteren U msatz (Spal- 
tung oder Polymerisation) einleite nach Art einer Fermentwirkung. 
Jedenfalls mu8B ein genaues Studium dieses gebundenen Zuckers 
auch hinsichtlich der Diabetesfrage von groBer Wichtigkeit sein. 


Zusammenfassung. 


Wir kénnen die Resultate dieser Arbeit folgenderweise 


zusammenfassen : 
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1. Bei Kaninchen bleibt der Gehalt an Glucosein Gewebe- 
fliissigkeiten, welche nahezu keine Kolloide enthalten 
(Humor aquaeus, Cerebrospinalfliissigkeit), als Regel mehr oder 
weniger hinter dem des Blutplasmas zuriick. Diese Er- 
scheinung ist im Einklang mit der Auffassung, nach welcher 
diese Fliissigkeiten sich wie ein Ultrafiltrat (Dial ysat) 
aus dem Blute verhalten, wobei ebenso wie beim Ultra- 
filtratin vitro der gebundene Teil des Zuckersim Blute 
zurickbleibt. 

2. Versuche mit kiinstlicher Hyperglykimie mittels 
Adrenalin zeigten, daB die Diffusionsgeschwindigkeit 
des Plasmazuckers in die untersuchten Fliissigkeiten 
hinein eine ziemlich rasche ist, und fiir die Cerebro- 
spinalflissigkeit unddas Kammerwasser von derselben 
GréoBenordnung. 

3. Beim Kammerwasser ist der Unterschied im Zuckergehalt 
dem Blutzucker gegeniiber von derselben GréBe wie beim Ultra- 
filtrat in vitro gegentiber dem Serum. Das sekundire Kam mer- 
wasser, das sich schnell nach der Punktion regeneriert, enthalt 
den gré8ten Teil der Plasmakolloide, und zugleich damit 
auch den gebundenen Zucker; sein Zuckergehalt ent- 
spricht véllig dem des Plasmas im naimlichen Augen- 
blick. 

4. Der Zuckergehalt der Cerebrospinalflissig- 
keit ist erheblich niedriger als der des Blutplas- 
mas und des Kammerwassers. Dieser Unterschied mit 
dem Kammerwasser kann, wo die Diffusionsgeschwindigkeit des 
Zuckers dieselbe ist, nur durch einen gréeren: Zucker- 
verbrauch im Gehirne den vorderen Augengeweben 
gegentiber erklart werden. 

3. Der Zuckergehalt des Blutes der Vena facialis posterior 
ist niedriger als der des zur selben Zeit entnommenen arteriellen 
Carotisblutes. Dieser Unterschied kommt ganz auf Rech- 
nung desfreien Zuckers, und daraus kann geschlossen werden, 
da letzterer in den Geweben verbraucht wird. 

Auch die durch Adrenalininjektion hervorgerufene Zunahme 
des Zuckergehaltes im Plasma ist ganz auf Rechnung des frei 


vorhandenen Zuckers zu stellen. 











Uber das Flockungsvermégen des mensehlichen 
Blutplasmas. 
Von 
Wilhelm Starlinger. 
(Aus der II. Medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1921.) 


Nachdem die Auffassung vom Wesen jener Vorginge und 
Phinomene, die wir im Rahmen der Serologie zusammenfassen, 
durch die grundlegenden chemisch-physikalischen Arbeiten von 
Landsteiner!), Hirschfeld und Klinger?) und namentlich 
von Sachs und seinen Schiilern*) in so vielfacher Weise auf 
kolloidchemische Grundlagen gestellt wurde, mu es eigentlich 
Wunder nehmen, da bei der experimentellen Forschung zur 
Klarung dieser auch heute noch dunklen Fragen nicht auch das 
Blut plasma herangezogen wurde. Denn es ist doch ohne weiteres 
verstiindlich, daB Verschiebungen im Rahmen der EiweiBkoérper 
des Blutes bei Anwesenheit der labilsten Fraktion derselben, 
des Fibrinogens, einerseits in ihrem Verlaufe nach anderer Rich- 
tung gelenkt werden kénnen, andererseits aber auch in Anbetracht 
der exquisiten Labilitaét dieses BluteiweiBk6érpers bei seiner Ver- 
wendung als Indicator besonders deutlich in Erscheinung treten 
miissen. 

Erst in jiingster Zeit haben Sachs und v. Oettingen*), von 
ahnlichen Uberlegungen ausgehend, das Plasma von schwangeren 


und normalen Frauen und von Nabelschnurblut in den Bereich 


1) Landsteiner, zusammenfassend, Wien. klin. Wochenschr. 47. 
1909. 

2) Hirschfeld und Klinger, zusammenfassend, Berl. klin. Wochen- 
schr. 25. 1914. 

3) Sachs, zusammentassend, Kolloid-Zeitschr. 1919, 8. 24, und Therap. 
Halbmonatsh. 14. 1920. 

4) Sachs und v. Oettingen, Miinch. med. Wochenschr. 1921, 8. 12. 
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ihrer Untersuchungen gezogen und dabei Ergebnisse verzeichnet, 
die zu weiterer Arbeit auf diesem Gebiete anregen miissen. 

Im folgenden soll nun iiber Versuche berichtet werden, die 
ihren Ausgang vom Studium des Agglutinations- und Senkungs- 
phanomens der Erythrocyten genommen hatten, wo der EinfluB 
des Blut plasmas besonders deutlich zum Ausdruck kommt, 
und die geeignet erscheinen, einen Versuch zur Deutung des 
Wesens der Fibrinogenflockung im Plasma zu rechtfertigen. 

Bei Ausflockung des Plasmas von schwangeren und normalen Frauen 
und von Nabelschnurblut durch die gebrauchlichen Methoden der Fibrino- 
genfillung konnten Sachs und v. Oettingen ein durchaus differentes 
Verhalten in dem Sinne beobachten, da® beim Schwangerenplasma meist 
eine dichte und grobe Flockung auftrat, die beim Plasma der normalen 
Frau bereits einer Triibung Platz machte und im Nabelschnurplasma 
iiberhaupt vollig fehlte. Analog verhielt sich dazu die Senkungsgeschwindig- 
keit der Erythrocyten im Vollblut und die Oberflachenspannung des Plasmas, 
indem die Senkungsgeschwindigkeit vom Schwangerenblut iiber das Normal- 
blut zum Nabelschnurblut sich verlangsamte und die Oberflaichenspannung 
in gleicher Richtung zunahm. Als Ursache dieser Phanomene wurde lediglich 
ein labiler bzw. stabiler physikalisch-chemischer Zustand des Fibrinogens 
angenommen und der EinfluB seiner Quantitat als wenig bedeutungsvoll 
von der Hand gewiesen. 

So sehr nun fiir das Auftreten einer Fibrinogenflockung im 
Plasma eine kiinstliche physikalisch-chemische Zustandsanderung 
maBgebend werden kann, wie im folgenden noch eingehend 
zu zeigen sein wird, so ist doch als von ausschlaggebendster Be- 
deutung die Menge des in Reaktion tretenden Fibrinogens anzu- 
sehen, namentlich was das unbeeinfluBte Citratplasma anlangt, 
dessen Verhalten uns die Verhaltnisse des einer direkten Priifung 
nicht zugiinglichen nativen Plasmas im groBen und ganzen wohl 
annihernd widerspiegelt. Darauf weist ja schon die Tatsache 
hin, daB das Schwangerenplasma sehr viel Fibrinogen enthalt, 
wihrend das Nabelschnurplasma eines solchen iiberhaupt fast 
ginzlich entbehrt. Weiter ist die Senkung der roten Blutkérper- 
chen unmittelbar abhingig von der Menge des Fibrinogens'), und 
wenn also Sachs und v. Oettingen einen Parallelismus zwischen 
Senkung und Flockung festgestellt haben, welche Beobachtung auch 
ich bei eigenen Untersuchungen machte?), so ist schon dadurch 


der Nachweis fiir die ursichliche Bedeutung der Menge des 


1) W. Starlinger, diese Zeitschr. 114. 1921, I. Mitteilung. 
2) W. Starlinger, diese Zeitschr., II. Mitteilung. Im Erscheinen. 
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Fibrinogens erbracht, ebenso wie auch die stark verminderte 
Oberflaichenspannung des Schwangerenplasmas fiir einen hohen 
Gehalt an hochmolekularen Bestandteilen spricht. 

Dieser Anschauung sollen nun die folgenden Versuche, die 
an normalen und kranken Versuchspersonen durchgefiihrt wurden, 
weitere Stiitzen verschaffen. 

Methodik: Das Blut wurde mittels paraffinierter Spritze entnommen 
und das Plasma durch Zusatz von 5proz. Natr. citr. im Verhaltnis 1 : 4 
(manchmal auch von | proz. Natr. oxal. 1:4) und scharfes Zentrifugieren 
gewonnen. Die Ausfallung geschah durch die gebrauchlichen Methoden der 
Fibrinogenfaillung: durch Zusatz von gesattigter NaCl-Lésung zum Plasma 
im Verhaltnis von 1 : 1 oder von halbgesattigter (NH4),SO,-Lésung 1,5 : 3,5 
oder durch Erwarmen auf 55° waihrend 5 Minuten. Die Ablesung der Ver- 
suchsergebnisse erfolgte in den ersten 5—10 Minuten, da bei weiterem 
Warten sich die Unterschiede verwischen kénnen. 

Obwohl nun das Flockungsresultat bei allen Fallungsmethoden 
analog im Sinne gleicher Differenzen in Erscheinung tritt, so ist doch 
der Fallung durch NaCl bei weitem der Vorzug zu geben, da bei 
seiner Anwendung die deutlichsten und daher zum Vergleich am 
besten verwertbaren Unterschiede zur Beobachtung gelangen, was ‘ 





seine Ursachen darin findet, daB bei (NH,),SO, und Erwirmen auf 
55° die Fallung weit dichter, oft mehr schwaden- als flockenférmig 
auftritt und so feinere Unterschiede weniger gut erkennbar 
werden. Was die Verwendung des gerinnungshemmenden Salzes 
anbelangt, so méchte ich dem Citrat den Vorrang vor dem Oxalat 
einriumen, da bei Verwendung des letzteren die Flockung, 
obwohl sie die gleichen Ausschliige anzeigt, absolut genommen in 
geringerem Ausma® ausgelést wird und so ebenfalls weniger 
deutlich beurteilt werden kann. 
Wenn also tatsichlich das Ausmaf der auftretenden Flockung 
einen Gradmesser des quantitativen Fibrinogengehaltes des 
jeweiligen Plasmas geben soll, so mu in Reihenversuchen ein 
ausgesprochener Parallelismus nachweisbar sein. Dies ist auch 
der Fall, wie ich in vielen vergleichenden Bestimmungen des 
Fibrinogengehaltes und Flockungsvermégens beobachten konnte. 
Tabelle I soll eine solche Versuchsreihe als typisches Beispiel 
wiedergeben. 4 
Methodik: Die Blutentnahme erfolgte bei allen in jeweils einer 
Versuchsreihe zur Priifung gelangenden Personen im Verlaufe von 24 Stun- 
den, innerhalb welcher Zeit die Fibrinogenbestimmung nach der Methode 
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von Winternitz') zur Durchfiihrung kam, wihrend die Ausflockung aller 
Plasmaproben gleichzeitig nach der letzten Blutentnahme angestellt. wurde, 
da nur bei gleichzeitigem Vergleich sich feinere Unterschiede der Flockung 
objektiv beurteilen lassen; eine spontane Anderung des Stabilisations- 
zustandes bei einer Aufbewahrungszeit von héchstens 24 Stunden im Eis- 


schrank kann wohl ausgeschlossen werden. 


Tabelle I. 





EiweiBwert des | EiweiBwert des er , Ausfall der Flockung: 
. P x é Fibrinogen in ne 
Nr. Plasmas in Serums in 0,2 Citratplasma 
9 ) ° 0,2 ges. NaCl-Lésung 


0 o 7) 


8,17 7,70 0,47 
2 7,42 7,03 0,39 
3 8,60 8,28 0,32 
4 8,99 8,69 0,30 
5 8,15 7,85 0,30 
6 6,77 6,49 0,28 
7 7,70 7,48 0,22 
8 8,79 8,58 0,21 
9 8,09 7,90 0,19 } 
10 7,37 7,20 Q,17 x 


Bei Betrachtung der Tabelle ist die ausgesprochene Ab- 
hingigkeit der Flockung von der Menge des Fibrinogens ohne 
weiteres ersichtlich. Bei einem Fibrinogengehalt von unter 
0,2°,, eine Menge, wie sie nach Untersuchungen an unserer 
Klinik der Norm entspricht?), ist wohl eine Triibung (++), aber 
noch keine Flockung nachweisbar; erst oberhalb dieser Grenze 
tritt eine feine Kérnelung der Triibung (+-) auf, entsprechend 
einem Fibrinogengehalte an der oberen Grenze der Norm, die als 
deutliche Flockung (+--+) erst oberhalb von ungefahr 0,3°,, wo 
also die pathologische Vermehrung des Fibrinogens beginnt, in 
Erscheinung tritt, und zwar um so massiver, je gesteigerter der 
Fibrinogengehalt sich erweist. 

In voller Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis steht das 
stufenweise Schwiicherwerden der Flockung bei steigender Ver- 
diinnung mit Serum von der gleichen Blutprobe. Denn da eine 
physikalisch-chemische Zustandsiinderung des Fibrinogens bei 
Zusatz von Serum der gleichen Abkunft kaum angenommen 
werden kann, andererseits aber sich das Flockungsvermégen 


entsprechend den oben angegebenen Grenzen aindert, mu wohl 


1) Winternitz, Arch. f. Dermatol. u. Syphilis, Orig. 100. 1910. 
2) Frisch, Brauers Beitr. z. Klin. d. Tuberkul. 48. 1921. 
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als Ursache der verainderten Flockung die verinderte Menge des 


Fibrinogens angesehen werden. 


Tabelle II. 





Citratplasma 0,2 O15 | O,1 0,05 
Versuchs- Serum 0,05 | 0,1 | 0,15) 0,2 
anordnung Fibrinogengehalt in °/, 0,47 0,35 | 0,23 012) — 
ges. NaCl-Lisung 0,2 0,2 {0,2 (02 | 02 
+ 4 + 4 + } ( + ) — 


Ausfall der Flockung 


Ebenso gelingt es auch, die Flockung durch Ausschiitteln des 
Plasmas mit Adsorbentien, die vorzugsweise die grobdispersen 
EKiweiBk6rper adsorbieren, zu verringern oder auch ganz aufzu- 
heben, wofiir folgender Versuch als Beleg dienen soll. 

Methodik: Je 0,5 cem Citratplasma und Citratserum, letzteres aus 
ersterem durch Erwirmen auf 55° wahrend 10 Minuten und Abzentri- 
fugieren des Fibrinogenniederschlages gewonnen, wurden mit je 0,005 ¢ 
Kaolin, Bolus alba und Tierkohle versetzt, mit der Hand gut durchgeschiit- 
telt, eine Stunde lang scharf zentrifugiert und die daraufhin abgehobene 
klare Fliissigkeit teils zur Anstellung der Flockung, teils zur Bestimmung 
des Brechungsvermégens (Pulffrichsches Eintauchrefraktometer) ver- 
wendet. 


Tabelle III. 





Flockungsver- 


Citrat- Geschiittelt | Brechungs- Citrat-| Geschiittelt Brechungs- mégen des Plas- 


plasma mit vermégen serum mit vermégen mas : 0,2 Pl. 
0,2 ges. NaCl 
0.5 58.9 0.5 — 55.9 
0,5 0,005 57.8 0.5 0,005 55,7 
Kaolin Kaolin 
0.5 0,005 57,5 0.5 0,005 55.8 
Bol. alba Bol. alba 
0.5 0,005 57,8 0.5 0,005 55,8 
Tierkohle Tierkohle 


Wahrend also das Brechungsvermégen des Plasmas durch 
Ausschiitteln mit den erwihnten Adsorbentien wesentlich sinkt, 
aindert sich das des Serums fast gar nicht, so dal} es wohl berechtigt 
ist, in diesen Substanzen hervorragende Fibrinogenadsorbentien 
zu sehen und die verringerte Flockung auf den _ verringerten 


Fibrinogengehalt zu beziehen. 

Nachdem durch diese Versuche die iiberragende Wichtigkeit 
der Quantitiat des Fibrinogens wohl begriindet erscheint, soll 
der nun folgende zweite Teil der Untersuchung sich mit den 
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Veriinderungen der Flockung bei kiinstlicher Verinderung des 
physikalisch-chemischen Zustandes des Fibrinogens befassen. 

Zur Methodik im allgemeinen sei nur bemerkt, daB zwischen dem 
flockungsaindernden Zusatz und der eigentlichen Ausflockung im allgemeinen 
eine Reaktionszeit von einer halben Stunde bei Zimmertemperatur ein- 
gehalten wurde. 

Andert man die Reaktion des Plasmas nach der sauren oder 
alkalischen Richtung, so erfolgt bei beiden Eingriffen eine aus- 
dab 


um an sich schon 


gesprochene Abschwichung der Fallung — vorausgesetzt, 
bei Zusatz von Siure dieser nicht so stark ist, 
fallend zu wirken — und zwar um so ausgesprochener, je ener- 


gischer die Reaktionsinderung einsetzt. 


Tabelle IV. 








anordnung 


> Versuchs- 


0,2 0,2 0,2 0,2 
0,03 0.03 0,03 
Jog-H Cl ®/59-HCl ®/19-NaOH |"/o9-) 
0.2 0.2 0.2 


0,2 
0.03 


0,2 
0.03 
0/59°-HCl|® 
0,2 


Citratplasma 
Zusatz 
Nal ‘|- Lise. 


0,2 2 0,2 


ges. 


Ausfall der Flockung +4 i } +4 4 


Das gleiche Ergebnis ist durch Zusatz von Neutralsalzen 


verschiedener Art zu erzielen. Ich wihlte dazu Salze, die 
ihren Kationen und Anionen Gegenpole der Hofmeisterschen 
einerseits NaCl und CaCl,, andererseits NaCl 


doch war eine Verschiedenheit der Wirkung nicht 


Reihen darstellen : 
und Na citr.; 
zu beobachten, obwohl die spurenweise Alkalescenz des Plasmas 
bekanntlich geniigt, den Wirkungsmechanismus der H of meister - 
schen Reihen in Erscheinung treten zu lassen; vielmehr bewirkten 
alle 3 genannten Salze in gleicher Weise eine ausgesprochene Ab- 
schwachung der Flockung und zwar um so ausgiebiger, in je hoherer 
Konzentration sie zur Anwendung gebracht wurden, wie Tabelle V 
zeigen soll. 


Tabelle V. 








Versuchs- 
Z anordnung 


ges.NaCl-Lisg. 
Ausfall d. Flockung 


0,2 
0,03 
5°/, NaCl 10°/,N 
0.2 0,2 0,2 


+ + + +- + 


0,2 0,2 0,2 

0,03 0,03 

aC] 5°/,¢ 
0,2 0,2 0,2 
+ t E+ 


0,2 0,2 


| Cit ratplasma 
0,03 0,03 


Zusatz 


Auch durch erhéhte Temperaturen, die einige Zeit vor 


Anstellung der Flockungsreaktion auf das Plasma einwirken, 


kann eine starke Stabilisierung des Fibrinogens zustande kommen 








0,2 
0.03 
NaOH ®/59-NaOH 


02 


0,2 
0,03 
JaCl, 10°/,CaCl,5°/, NaCitr.10°/, NaCitr. 


0,2 
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so daB von 3 Proben des gleichen Plasmas, von denen die erste 
zwischen Blutentnahme und Ausflockung im Eisschrank, die zweite 
bei Zimmertemperatur und die dritte im Brutschrank aufgehoben 
wird, die stirkste Flockung bei der ersten, die schwiichste bei der 
dritten zu beobachten ist. 


Tabelle VI. 





Citratplasma 0.2 

Versuchs- Einwirkende Tempera- , 
anordnung )tur durch 12 Stunden : 

ges. NaCl-Lésung 0,2 

Ausfall der Flockung ee ee +- +. + 


) 


Wenn nun darangegangen werden soll, ein ursichliches Moment 
der Fibrinogenstabilisierung durch Siure, Alkali, Neutralsalz und 
Wirme zu finden, so méchte ich in erster Linie auf den hydro- 
lytischen EiweiBabbau hinweisen, der — schon an und fiir sich 


in geringem Ausma® im Serum!) und ebenso auch im Plasma 


vorhanden — sowohl im sauren und alkalischen Medium wie auch 


im hypertonischen eine ausgesprochene Férderung erhalt, ebenso 
wie er auch unter dem jede chemische Reaktion begiinstigenden 
EinfluB erhéhter Temperatur eine Steigerung erfahren wird. 
Daneben, aber von jedenfalls untergeordneter Bedeutung, mag 
auch die durch den sicher nur geringen Fibrinogenabbau selbst 
bedingte Verminderung des Fibrinogengehaltes in Betracht zu 
ziehen sein. 

Wenn nun tatsichlich die dabei entstehenden Spaltprodukte 
der BluteiweiBkérper die Fahigkeit besitzen, das Fibrinogen vor 
dem Ausfallen zu schiitzen, so mu einerseits die Einwirkung 
eines Agens von intensiver Abbauwirkung, andererseits der 
unmittelbare Zusatz von Eiweibspaltstiicken das gleiche Ergebnis 
erkennen lassen. Zu diesem Zwecke brachte ich einerseits Pepsin 
in Anwendung, andererseits setzte ich direkt Abbauprodukte 
in Form von Witte-Pepton zu. 

Das Versuchsergebnis war immer derart, da} beide Eingriffe 
die Flockung entweder tiberhaupt aufhoben oder bei sehr fibrino- 
genreichen Plasmen zum mindesten sehr stark abschwichten. 

1) Lange, diese Zeitschr. 61. 1914. Plaut, Miinch. med. Wochen- 


schr. 5. 1914. — Friedemann und Schonfeld, Berl. klin. Wochenschr. 
8. 1914 u. a. 





222 W. Starlinger : 


Tabelle VII. 





Citratplasma 0,2 0,2 0,2 
Versuchs- | { 0.005 Pepsin, 0.005 
anordnung 4 Zusatz enthaltend 10°/, |) yp. 4" ade 
| salzs. Betain Pepton- Witte 
ges. NaCl-Lésung 0,2 0.2 0.2 


Ausfall der Flockung . . . . . + 

Haben nun im vorausgehenden Eingriffe, die mit einer 
Anreicherung von Eiweibabbauprodukten verbunden sind, eine 
erhebliche Hemmung derselben zur Folge gehabt, so bleibt es 
iibrig, Substanzen zu finden, die beim Zusatz zum Plasma eine 
Labilisierung des Fibrinogens in Form einer verstiirkten Flockung 
desselben bedingen. Eine solche Wirksamkeit lieBen vor allem 
Agar-Agar, Gummi acaciae und Gelatine einerseits, Glykokoll, 
als einfachster Vertreter der Aminosiuren, andererseits erkennen, 
was ja hinsichtlich der Labilisierung der Serumglobuline fiir Agar- 
Agar (Hirschfeld- Klinger) und Aminosiuren (Much- 
Embden) langst bekannt ist. 


° Tabelle VIII. 





Citratplasma 0,2} 0,2 0,2 0,2 0,2 
Versuchs-!} | 0,005 0,005 | 0,005 0,005 
anordnung | Zusatz ~ GummiGelatine) Agar | Glykokoll 

ges. NaCl-Lisung 0,2) 0,2 0,2 0,2 0,2 

Ausfall der Flockung, . . . ..++/++4+) +44 t+++]+-4 


| 

Die Methodik wurde fiir Gummi, Gelatine und Agar ent- 
sprechend der in Tabelle III angegebenen Weise eingehalten. 

Die Frage ist nun die, wie wir uns den Wirkungsmechanismus 
dieser Stoffe vorzustellen haben, und zu diesem Zwecke wird es 
sich als notwendig erweisen, eine theoretische Vorstellung, in 
deren Rahmen sich die festgesetzten Resultate zwanglos einfiigen 
lassen, kurz auszufiihren, ohne auf die anderen Anschauungen 
iiber das Wesen des Flockungsvorganges an sich hier naher ein- 
gehen zu k6nnen. 

Nach Herzfeld und Klinger!) bilden die wasserléslichen 
niederen EiweiBabbauprodukte die Lésungsvermittler der an 
sich unléslichen, niedrigdispersen EiweiBkolloide, indem sie sich 
an deren Oberflichen anlagern und durch ihr Wasserbindungs- 
vermOégen um jedes einzelne Teilchen gewissermaBen eine Wasser- 
hiille schaffen, die die Aggregierung mit den anderen Teilchen 


1) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 83. 1917. 
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verhindert. Alle Einfliisse, die die stabilisierenden Abbauprodukte 
entfernen oder vermindern, flocken die EiweiBkérper ‘aus, alle 
Eingriffe, die diese Spaltstiicke anreichern, férdern die Stabilitat 
der Lésung. 

In voller Ubereinstimmung damit konnten die im vorigen 
ausgefiihrten Versuche die Stabilisierung des Fibrinogens durch 
Anreicherung von EiweiBbabbauprodukten zeigen, und wenn nun 
an die Beantwortung der Frage nach der Wirkungsweise der 
labilisierenden Eingriffe geschritten werden soll, so ist wohl die 
Annahme am wahrscheinlichsten, da} Agar, Gummi und Gelatine 
durch Adsorption eines Teiles der EiweiBspaltstiicke an die eigenen 
Oberflachen die Fibrinogenteilchen an solchen verarmen machen 
und dadurch ihre Verklumpung férdern. Anders diirfte es sich 
bei der Verstirkung der Flockung durch Glykokoll verhalten: 
Da die EiweiBkolloide am besten durch die in der Abbaureihe 
am nichsten stehenden Spaltstiicke in Lésung erhalten werden, 
also das kolloidale Eiweifs durch noch nicht dialysable Polypeptide, 
diese durch dialysierbare, aber noch biurete Spaltstiicke und diese 
schlieBlich durch abiurete Peptide und Aminosiuren, so wiirde 
die Annahme, da ein hoher Gehalt an Aminosiuren die Léslich- 
keit der zur Stabilisierung der grobdispersen EiweifSkolloide in 
erster Linie notwendigen, noch relativ hochmolekularen Spalt- 
stiicke derart erhéht, daB sie nicht mehr an-die Oberflichen der 
groben Kolloide gehen und dadurch deren Stabilitiit nicht mehr 
aufrechterhalten kénnen, nicht unbegriindet erscheinen. 

Wie sehr nun auch auf diese Weise die Flockbarkeit des 
Fibrinogens im Reagensglase durch Stabilitatsst6érung veriandert 
werden kann, so soll doch nochmals betont werden, dai im 
unbeeinfluBten Plasma ein so differentes Verhalten der Fibrinogen- 
stabilisierung unabhingig von der Quantitét des Fibrinogens 
nur sehr selten in Erscheinung tritt; dies geht daraus hervor, daB 
nur in Ausnahmefillen ein fibrinogenreiches Plasma eine relativ 
ungentigende Flockung oder umgekehrt ein fibrinogenarmes eine 
zu ausgiebige Flockung beobachten lat, so daB man auf eine 
besonders starke oder schwache Stabilisierung schlieBen miiBte. 


Zusammenfassung. 


1. Da die Ausflockung des Fibrinogens durch die gebriiuch- 


lichen Methoden erst bei einem Minimalgehalt von ca. 0,2°,, des Blut- 











924 W. Starlinger: Flockungsvermégen des menschlichen Blutplasmas. 


plasmas an solchem in Erscheinung tritt und parallel dem zu- 
nehmenden Fibrinogengehalt an Intensitaét gewinnt, welches Ver- 
hiltnis auch bei steigender Verdiinnung des Plasmas durch zu- 
gehériges Serum dargetan werden kann, ebenso wie die Fallung 
durch teilweise Entfernung des Fibrinogens mittels exquisiter 
Fibrinogenadsorbentien: Kaolin, Bolus alba, Tierkohle abge- 
schwicht oder ganz aufgehoben wird, mu das Flockungsvermégen 
des Blutplasmas als vor allem durch seinen quantitativen Gehalt 
an Fibrinogen bedingt angesehen werden und kann daher als Mah} 
desselben gelten. 

2. Damit steht in vollem Einklang, da®B im nativen Plasma 
Differenzen des Stabilititszustandes in dem Sinne, da® ein 
fibrinogenreiches Plasma eine zu geringe Flockbarkeit aufzuweisen 
hatte und umgekehrt, nur ausnahmsweise zur Beobachtung 
gelangen. Dagegen gelingt es bei kiinstlicher Beeinflussung durch 
die verschiedensten Eingriffe die Stabilisierung des Plasmas 
erheblich zu andern, indem eine deutliche Hemmung der Flockung 
auf Zusatz von Siure, Alkali, Neutralsalz einerseits, bei Anwendung 
von erhéhter Temperatur, Pepsin, Witte-Pepton anderseits fest- 
gestellt werden kann, wihrend Agar, Gummi, Gelatine und 
Glykokoll eine ausgesprochene Verstirkung der Flockung zur 
Folge haben. 

3. Da sich diese Ergebnisse zwanglos in den Rahmen der 
Anschauungen Herzfelds und Klingers iiber den Lésungs- 
vorgang kolloidalen Eiweibes einfiigen lassen, wurde eine Deutung 


auf dieser Basis versucht. 


Nachtrag bei der Korrektur: 

In diesem Zusammenhange sei auch auf die erst waihrend 
der Korrektur erschienene Arbeit v. Oettingens') tiber die 
Senkungsgesch windigkeit der roten Blutkérperchen hingewiesen, 
auf die andernorts ausfiihrlich zuriickzukommen sein wird. 


1) vy. Oettingen, diese Zeitschrift 118. 1921. 














Uber die Dismutation verschiedener Aldehyde durch Hefe. 


Von 


H. Kumagawa. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1921.) 


Durch die Untersuchung von Battelli und Stern (1910) 
ist bekannt geworden, dali tierische Organe die Fihigkeit be- 
sitzen, Aldehyde nach dem Schema der Cannizzaroschen 
Reaktion umzulagern; Parnas zeigte die Verbreitung dieses 
Vorgangs, der sich an verschiedenen einfachen aliphatischen und 
aromatischen Aldehyden abspielen kann. Fiir die physiologisch 
wichtigen Ketonaldehyde vom Typus des Methylglyoxals und 
seiner Homologen taten Neuberg und Dakin dar, daB sie einer 
aihnlichen Umwandlung unterliegen kénnen, der Hydratation zur 
entsprechenden Oxysiure; dies ist nichts anderes, als eine innere 
Cannizzarosche Umlagerung. Wiahrend die vorerwihnten 
Untersuchungen mit tierischem Material ausgefiihrt sind, war 
es von Interesse, zu untersuchen, ob auch Vegetabilien zur Ver- 
wirklichung einer solchen Dismutation allgemeiner befahigt sind. 
Neuberg und Kerb!) haben zuerst darauf hingewiesen, dab die 
Hefe Acetaldehyd zu dismutieren vermége, und zu dem gleichen 
Ergebnis ist bald darauf 8S. Kostytschew?) gelangt. Die dis- 
mutierende Wirkung der Hefe erstreckt sich aber nicht nur auf 
kiinstlich zugefiigte Aldehyde, sondern auch auf Carbonylverbin- 
dungen, die im Stoffwechsel der Hefe entstehen. Denn die dritte 
Vergirungsform, die Neuberg mit Hirsch aufgefunden und 
mit Ursum als weitverbreitet nachgewiesen hat*), beruht darauf, 
daB bei alkalischer Reaktion, d. h. wohl bei einer fiir die Ent- 
faltung der Mutase giinstigen Hydroxylionenkonzentration, der 

1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 58, 169. 1913; Ch. 
C. 1914. I. 279. 


2) H. 89, 367. 1914; Ch. C. 1914, IL. 1514. 
3) Diese Zeitschr. 96, 175 und 100, 304. 1919; 110, 193. 1920. 
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im Verlaufe der alkoholischen Zuckerspaltung auftretende Acet- 
aldehyd zu Essigsiure und Athylakohol disloziert wird. Dieselben 
Autoren haben bereits beobachtet, daB auch die Disproportionie- 
rung zugefiigten Aldehyds bei bicarbonat-alkalischer Reaktion 
schneller und vollstindiger vonstatten gehen kann als bei dem 
natiirlichen sauren Milieu normaler Giransitze. In Anbetracht 
des biochemischen Interesses, das die Dismutationsreaktion somit 
fiir den Ablauf animalischer und vegetabilischer Stoffwechsel- 
vorgiinge erlangt hat, schien es mir wiinschenswert, andere Alde- 
hyde auf die Fahigkeit zu priifen, unter dem Einflu®B der Hefe 
in bicarbonat-alkalischer Umgebung eine Umlagerung zu erfahren. 

Meine Untersuchungen erstrecken sich auf 3 aliphatische 
und einen aromatischen Vertreter der Aldehyde: auf Isobutyl- 
aldehyd, Isovaleraldehyd und Onanthol sowie auf Benzaldehyd. 
Bekanntlich sind die Aldehyde der Fettreihe im allgemeinen nicht 
oder nur spurenhaft zu einer Dismutation in wisseriger Lésung 
befihigt; die Aldehyde der Benzolreihe gehen diese Reaktion, 
wenigstens in atzalkalischer Lésung, leicht ein. Es ergab sich, daB 
die 4 genannten verschiedenen Aldehyde durch Hefe in Gegen- 
wart von Natriumbicarbonat dismutiert werden. Die Umlagerung 
des Benzaldehyds, die in einer wisserigen Lésung von doppelt- 
kohlensaurem Natrium an sich nur geringfiigig ist, wird durch 
das Hefeferment wesentlich verstirkt. 

Theoretisch hitte man zu erwarten, daB aus 2 Molekiilen Alde- 
hyd je 1 Molekiil des entsprechenden Alkohols und der zugehérigen 
Saure hervorgeht. Dieses Verhaltnis kommt jedoch in den Ver- 
suchen nicht ganz scharf zum Ausdruck. Es entstand zumeist 
mehr Alkohol als Saiure. Der Grund dafiir ist leicht ersichtlich. 
In einer gréBeren Zahl von Arbeiten haben Neuberg und Mit- 
arbeiter vor Jahren festgestellt, da®B in Gegenwart giirenden 
Zuckers Aldehyde eine phytochemische Reduktion') zudem 
entsprechenden Alkohol erleiden kénnen, die nicht nach dem 
Schema der Can nizzarroschen Reaktion erfolgt, indem gar keine 
oder nur eine Spur Siiure neben sehr viel Alkohol (bis 84°, der 
Theorie) gebildet wird. Der fiir diese Hydrierung benétigte Wasser- 
stoff wird in letzter Linie dem umgesetzten Zucker entnommen. 
Neuberg hat mit Steenbock, Ringer und E. Kerb?) aber 


1) Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1912—1920. 
2) Diese Zeitschr, 52, 503, 1913; 91, 133; 9%, 98, 99, 114, 1918, 
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gefunden, da} auch ohne Ablauf einer eigentlichen Garung phyto- 
chemische Reduktionen vor sich gehen, indem reduktionstiichtige 
Bestandteile der Hefe diese hydrierende Funktion tibernehmen 
kénnen. Zum Teil handelt es sich dabei ebenfalls um Kohlen- 
hydrate, die in Form von Polysacchariden (sog. Hefeglykogen 
bzw. -gummi) in den Saccharomyceten vorgebildet sind und bei 
der Digestion einer Selbstgirung unterliegen, z. T. aber auch um 
andere Zellsubstanzen. Ich glaube, zumal ich reichlich Hefe an- 
gewendet habe, damit eine geniigende Erklirung fiir das Uber- 
wiegen der Alkohole bei der Dismutation der untersuchten Alde- 


hyde geben zu kénnen. 
Versuchsteil. 


Was die Ausfiihrung der Versuche anlangt, so bin ich in allen 
Fallen folgendermaben vorgegangen: 

Zu einer Suspension von 500 g Hefe in 1 Liter 1 proz. Natrium- 
bicarbonatlésung wurde die zu untersuchende Aldehydmenge 
(10g) gegeben und das Gemisch griindlich durchgeschiittelt. 
Wegen der starken antiseptischen Kraft der verwendeten Aldehyde 
eriibrigte sich die Zugabe eines besonderen Desinfektionsmittels. 
Das betreffende Gemenge blieb im Brutschrank bei 35° eine Reihe 
von Tagen stehen, bis der Geruch des zugefiigten Aldehyds ver- 
schwunden oder schwach geworden war. Das Digestionsgemisch 
wurde dann nach guter Durchschiittelung geteilt. Die eine Hilfte 
diente unmittelbar zur Bestimmung des gebildeten Alkohols. Sie 
wurde nicht filtriert, da der betreffende, in Wasser schwerlisliche 
Alkohol in den Hefezellen verteilt sein konnte; sie wurde vielmehr 
mit Wasserdampf destilliert und zwar bei der vorhandenen bicar- 
bonat-alkalischen Reaktion. [Bei Benzaldehyd (siehe  spater) 
muBte ich anders verfahren.] Aus der iibergegangenen, durch Ol- 
tropfen getriibten Fliissigkeit wurde durch wiederholte Rektifika- 
tion der entstandene Alkohol angereichert und dann mit Ather ex- 
trahiert. Der &therische Auszug wurde mit Natriumsulfat ent- 
wissert, in bekannter Weise vom Lésungsmittel befreit und am 
Birektifikator destilliert. So wurde unmittelbar der aus dem 
Aldehyd entstandene Alkohol gewonnen und als solcher gewogen. 

Fiir die Ermittelung der Siure mufte ich einen anderen Weg 
einschlagen. Hier erwies sich eine Filtration als notwendig, weil beim 
Abtreiben der aus dem Aldehyd gebildeten Siiure mit Wasserdampf 


15* 
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vom hefehaltigen Riickstand stets fremde Saurebestandteile mit 
iibergehen. Die Filtration konnte auch unbedenklich vorgenommen 
werden, weil ja die entstandene Siure als Natronsalz in Lésung 
gegangen war oder iibergefiihrt wurde. Ein aliquoter, durch 
Filtration gewonnener Anteil wurde alsdann mit Schwefelsiure 
kongosauer gemacht und mit Wasserdampf destilliert. Die Menge 
der tibergetriebenen fliichtigen Siure wurde durch Titration mit 
n/ jo Natronlauge angenihert festgestellt. Zur Identifizierung der 
gebildeten Siure wurde das gesamte Wasserdampfdestillat nach 
Zugabe von tiberschiissigem Natriumecarbonat auf dem Wasserbad 
zur Trockene gedampft und der hinterbliebene Salzkuchen 
erschépfend mit Alkohol extrahiert. In allen Fallen war Formiat 
in dieser Salzmasse vorhanden und mufte deshalb zerstért 
werden. Hierzu wihlte ich, da Chromsiure auf verschiedene Fett- 
siuren nicht ohne Einwirkung ist, das Quecksilbersulfatverfahren 
von Neuberg und Brasch!'). Durch diese Behandlung wird 
beim Kochen in schwach saurer Lésung am Riickflu®Bkihler die 
Ameisensiiure oxydiert. Alsdann wurde die restierende, aus 
dem Aldehyd entstandene Siure von neuem mit Wasserdampf 
iibergetrieben, wie vorher beschrieben, mit Natriumcarbonat in 
das Alkalisalz verwandelt und nach vélligem Eindampfen mit Al- 
kohol ausgezogen. Beim Einengen der weingeistigen Extrakte 
hinterblieb das Natriumsalz als weiBe, mehr oder minder deutlich 
krystallinische Masse, aus der dann durch Umsetzung mit Silber- 
nitrat bei ganz schwach salpetersaurer Reaktion das Silbersalz 
bereitet wurde. Nur bei diesem Vorgehen erhalt man farblose, 
sich nicht schwiarzende Silberverbindungen, die dann bei der 
Analyse befriedigend stimmende Werte lieferten. Bevor ich diese 
Arbeitsweise ausprobiert hatte, erhielt ich zwar leicht die ent- 
sprechenden Alkohole, aber nur ungenau stimmende Werte fiir 
die zugehérigen Sauren. Ich beschrinke mich darauf, die Versuche 
zu beschreiben, die ich als gut gelungen bezeichnen kann. 


1. Isovaleraldehyd. 

1000 cem 1 proz. Lésung von doppeltkohlensaurem Natron, 
500 g Hefe Senst, 10 g Isovaleraldehyd. Nach 14tiagiger Digestion 
hatte der Geruch des Valeraldehyds dem von Amylalkohol Platz 
gemacht und die Lésung reagierte schwach sauer. Ihre Menge 


1) C. Neuberg und W. Brasch, diese Zeitschr. 13, 302. 1908. 
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betrug 1430 cem. 715 ccm wurden mit Sodalésung wieder alkali- 


siert und mit Dampf destilliert. Isoliert wurden 1,72 g Amyl- 





alkohol vom Siedepunkt 126—134 >, daneben waren kleine Mengen 
niedriger und héher kochender Produkte vorhanden. 

715 ccm wurden mit Natriumcarbonat erwarmt und filtriert 
und der auf dem Filter bleibende Riickstand mit reichlich 
warmem Wasser ausgewaschen. Das gesamte Filtrat, wurde mit 
Schwefelsiure angesiuert und mit Wasserdampf auf 3830 ccm 
destilliert. Die Menge der fliichtigen Saiure betrug berechnet als 
Valeriansiure 3,50 g. Davon abzuziehen ist die Menge Saure, 
welche die Hefe bekanntlich allein entwickelt. Zu ihrer Bestim- 
mung wurde ein genau entsprechender Ansatz mit 500g Hefe 
in 1000cem lproz. Bicarbonatlésung unter Zugabe von 10g 
Toluol als Antisepticum vorgenommen. Auf die halbe Menge 
berechnet sich eine Aciditiit = 52 cem "/,,-Lauge, entsprechend 
0,53 g Valeriansiure. 

Die wirklich als reines Silbersalz isolierte Menge Valerian- 
siure war jedoch nach Beseitigung der Ameisenséiure und nach 
Vornahme der vorhin erwihnten Prozeduren geringer. Erhalten , 
wurden 1,23 g valeriansaures Silber. Das Vorliegen von Valerian- 
siure ergibt sich aus der Silberanalyse: 

0,2524 g Substanz: 0,1306 g Ag = 51,74°,; C,;H,O,Ag: ber. 
Ag = 51,67%. | 

2, Isobutylaldehyd. | ' 

Ein genau gleicher Ansatz mit Isobutylaldehyd lieferte 
0,86 g Isobutylalkohol') und 1,04 g Isobuttersaure. 

0,3023 g Substanz: 0,1683 g Ag = 55,64°,; C,H,O,Ag: ber. 
Ag = 55,38%. 





8. Onanthol. 

Isoliert wurden 1,72 g Heptylalkohol und 1,03 g Saure, die 
jedoch nicht rein, sondern nach Zerst6rung der Ameisensaure 
allem Anschein nach mit Essigsiiure verunreinigt gewesen ist. 

4, Benzaldehyd. 


Wegen der bekannten Empfindlichkeit des Benzaldehyds 


gegen Alkali habe ich auch die Abdestillation des Benzylalkohols q 
, . ‘ . j H 

erst nach der Ansiuerung mit Schwefelsiure vorgenommen. Es 
i Ul 


1) Wegen der gréBeren Wasserléslichkeit war hier die Ausbeute an 
Isobutylalkohol geringer. 


yom aes 
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ging dann ein Gemisch von Benzylalkohol mit Benzoesaure iiber. 
Dasselbe wurde aus dem Wasserdampfdestillat mit Ather aus- 
geschiittelt und mit Sodalésung gewaschen. Im Ather hinterblieb 
der Benzylalkohol. 

Zur genauen Bestimmung der Benzoesiiure wurde das alka- 
lische Digestionsgemisch filtriert, angesiuert und im Faust- 
Heimschen Verdunstungskasten bei 30° eingetrocknet. Der 
restierende Salzriickstand wurde, da die Extraktion mit Ather 
zu starke Emulsion gab, mit etwas verdiinntem Alkohol aus- 
gezogen. Der nach vorsichtigem Verdampfen des Weingeistes 
erhaltene Riickstand roch deutlich nach Benzoesiiureestern 
und wurde daher durch Kochen mit Natronlauge verseift. Durch 
Ausschiitteln nunmehr mit Ather wurden die alkoholischen Be- 
standteile entfernt, und dann wurde durch erneute Extraktion 
aus saurer Lésung die Benzoesiure abgetrennt, die durch vor- 
sichtiges Verdampfen des Athers bei niederer Temperatur zu- 
riickblieb und durch Aufstreichen auf Ton von Spuren anhaften- 
den Ols befreit werden konnte. 

Bei diesem Vorgehen wurden gewonnen aus 10 g Benzaldehyd 
2,21 g Benzylalkohol vom Siedepunkte 202—210° und 1,01 g 
Benzoesiure vom Schmelzpunkt 118°. 

In einem Kontrollversuch, der mit gleichen Mengen, aber ohne 
Hefe und unter Zugabe von Toluol als Antisepticum angestellt 
war, konnte an Benzylalkohol keine bemerkenswerte Menge, von 
Benzoesiure immerhin 0,5 g isoliert werden. Ob diese durch eine 
Cannizzarosche Reaktion oder durch Autoxydation entstanden 
sind, bleibe dahingestellt; jedenfalls war ihre Quantitat geringer 


als im Ansatz mit Hefe. 

















Uber das Verhalten der inaktiven Apfelsiiure im Organis- 
mus des Hundes und Kaninchens. 
Von 
M. Tomita. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi- 
nientelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


( Eingegangen am 21. Juli 1921.) 


Vor mehreren Jahren hat Ohta ermittelt, daB die Apfelsiure 
gleich anderen Pflanzensiuren entgegen den Anschauungen Lie bigs 
nicht vollstaindig im Organismus der Tiere verbrennt, sondern zum 
Teil unveraindert ausgeschieden wird.!) Zum Nachweis unange- 
griffener Apfelsiure im Harn bediente sich der genannte Autor des 
Umstandes, daB die an sich schwach drehende Apfelsiure ein starkes 
Rotationsvermégen erlangt, wenn sie mit einer essigsauren Uran- 
lésung im richtigen Verhiltnis versetzt wird. Fiir die Besonder- 
heiten des Verfahrens, welche durch die Bestandteile des Harns 
bedingt sind, verweise ich auf die Angaben von Ohta und bemerke 
noch, da seine Ergebnisse von Wise?) bestatigt worden sind. 

Da sich mit der Uranmethode sehr kleine Mengen optisch 
aktiver Apfelsiure im Harn erkennen und bestimmen lassen, be- 
nutzte ich auf Veranlassung von Prof. Neuberg das Verfahren 
zur Untersuchung der Frage, wie sich racemisch Apfelsiure im 
Organismus des Kaninchens und Hundes verhilt, d.h. ob die 
Verbindung asymmetrisch abgebaut wird, oder ob ihre Kompo- 
nenten gleichmabig angegriffen werden. Wahrend nimlich viele 
inaktive Substanzen im Tierkérper partielle Spaltung und damit 
optische Aktivierung erfahren, sind auch die umgekehrten Fille 
bekannt , d. h. simultane Verarbeitung beider Antipoden. Meine 
Untersuchungen haben ergeben, da® die Apfelsiure zu den in ge- 


wissem Umfange asymmetrisch zerlegbaren Verbindungen gehort. 


1) K. Ohta, diese Zeitschr. 44, 481. 1912. 
2) L. E, Wise, Chem, Centralbl. 1917, I. 894. 
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Die benétigte inaktive Apfelsiure stellte ich aus Maleinsiure 
nach der vortrefflichen Vorschrift von E. Biilmann!) her, und 
zwar durch Mercurierung der Maleinsiure mittels Quecksilber- 
oxydacetats und nachfolgende Zersetzung des Additionsproduk- 
tes, wobei unter Wasseraufnahme d, |-Apfelsiiure entsteht. Zu 
den Tierversuchen diente die reine krystallisierte Siure, welche 
mit Sodalésung bzw. Natronlauge in das neutrale Salz verwandelt 
worden war. Das Natriummalat wurde den Tieren subcutan 
beigebracht. 

Die Bestimmung der Apfelsiiure im Urin gestaltete sich dann 
folgendermaBen : 

Der Harn wurde zuniachst auf Zucker gepriift, der als Folge 
des Eingriffes bei Kaninchen mehrfach auftrat. Der Harn wurde 
in diesen Fallen mit wenig Reinzuchthefe*) im Brutschrank ver- 
goren, bis eine kleine Probe keine reduzierende Substanz mehr 
aufwies. Alsdann wurden 10 cem des zuckerfreien Harns mit 
einer durch Uranylacetat vollkommen gesiittigten Essigsiure, 
wie angegeben, versetzt. Die leicht filtrierende Lésung kann 
sofort optisch gepriift werden. Der bei unmittelbarer Polari- 
sation kaum drehende Harn nahm in allen Fallen unter dem 
KinfluB des Uranylsalzes eine erhebliche Rotation an. Dieselbe 
wurde in einem Quarzkeilapparat festgestellt, der bei Auerlicht 
und im 2-dem-Rohr direkt Prozente Glucose anzeigte. Da die 
spezifischen Drehungen von Uran-Apfelsiiure und Glucose bei 
weibem Licht im Verhiltnis von 515 : 52,6 stehen, so sind die 
abgelesenen Werte durch 9,78 zu dividieren, um die in 100 cem 
Fliissigkeit vorhandenen Gramme aktiver Apfelsiure zu finden. 


A. Versuche am Kaninchen. 

Versuch i wurde zur Einiibung des Verfahrens mit 
natiirlicher Apfelsiure vorgenommen. Das Versuchstier von 
2.5 kg Gewicht erhielt 10 g 1-Apfelsiure als Natriumsalz in 30 ccm 
Wasser unter die Haut gespritzt. Das Tier starb nach 3 Stunden. 
Der freiwillig entleerte und aus der Blase ausgedriickte Harn 
belief sich auf 100 cem. Die Drehung eines Gemisches von 10 cem 
Harn, die mit Uranylacetat + Essigsiure auf 15 ccm gebracht waren, 


erwies sich unter den oben angegebenen Bedingungen = — 7,4% 


1) E. Biilmann, Ber. 43, 578. 1910. 
2) Sie war unter diesen Bedingungen ohne Einwirkung auf Apfelsiure. 
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im 2-dem-Rohr. Daraus berechnet sich die Menge der |-Apfelsiure 
Zu cia chet 1.135 ¢: sie betrug also 11.35°,, der zu- 

100+ 9,78+ 10 
gefiihrten Menge |-Apfelsiure. 

Versuch 2. Einem Kaninchen von 2.2 kg fiihrte ich unter 
gleichen Bedingungen 10g d,1-Apfelsiure als Natriumverbindung zu 
Nach 3 Stunden wurden 55 cem Harn gesammelt. Ein Gemisch von 
10 cem Harn plus Uranylacetat + Essigsiiure ad 15 ccm drehte jetzt 
rechts, und zwar | 230°, im 2-dem-Rohr. Damit findet man 
die Menge d-Apfelsiiure zu 0,194 g, d.h. zu 1,94°, der darge- 
reichten Quantitiit; die d-Form gelangte also in einem gewissen 
UberschuB zur Ausscheidung. 

Versuch 3. Einem 3 kg schweren Tier wurden 7 g d, l-Apfel- 
siiure als Natriumsalz in 30 ccm Wasser beigebracht. Das Tier 
lebte ungefihr 8 Stunden und lieB 85eem Harn. Die Drehung 
belief sich auf + 1,5° im 2-dem-Rohr, wenn lO cem Urin mit 
dem Uranreagens usw. auf 15 cem ergiinzt waren. Daraus ergibt 
sich ein Gehalt von 0,195 ¢ d-Apfelsiiure — 279°. der verabfolgten 
Menge. 

Versuch 4. Ein weiteres Kaninchen, das 2.7 kg sechwer war, 
erhielt wiederum 7 g inaktive Apfelsiiure als Natriumsalz. Harn- 
menge nach 6 Stunden 62ccm mit einem Gehalt von 0,105 ¢ 

15°, der eingespritzten Menge an d-Komponente. 


B. Versuch am Hund. 

EKinem Tier von 7,5 kg Gewicht wurden um | Uhr mittags 
13 g d,l-Apfelsiure als Natriumsalz in 60 cem Wasser subcutan 
appliziert. Das Tier lebte noch am Abend, wurde aber am folgen- 
den Morgen tot aufgefunden. Die Menge des freiwillig entleerten 
Urins betrug 370 cem. Der zuckerfreie und an sich nicht wahr- 
nehmbar drehende Harn wurde durch die Uranbehandlung 
rechtsdrehend, und zwar zeigten 10 cem Urin, mit Uranylsalz und 
Essigsiture auf 15 cem aufgefiillt, eine Deviation t+ 0,50. 
Daraus folgt die Menge Apfelsiiure zu 0,283 g oder = 2,18°, des 
verabfolgten Quantums. — 

Es ergibt sich somit, da} zwar nach Korpergewicht der Ver- 
suchstiere und nach Individualitaét Unterschiede hinsichtlich der 
Ausnutzung von d, l-Apfelsiure bestehen; jedoch glaube ich zu- 


sammenfassend aus meinen Versuchen folgern zu kénnen, dah 
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der Abbau der beiden Raumformen im Falle der Apfelsiiure nicht 
in gleichem Schritt erfolgt, sondern da die in der Natur auf- 
tretende 1-Apfelsiure etwas leichter angreifbar ist als ihr synthe- 
tischer Antipode. Die Erfahrungen iiber das biologische Verhalten 
der racemischen Apfelsiiure fiigen sich also in dieser Hinsicht den 
reststellungen an, die Neuberg und Paul Mayer, Wohl- 
gemuth, Rahel Hirsch sowie Abderhalden und Schitten- 
helm u.a. gemacht haben und die besagen, daB im allgemeinen 
die in der Natur vorkommende Komponente im Organismus der 
hoher entwickelten Tiere in gréBerem Umfange zerstért wird als 
die ungewohnte Form. Andererseits erfolgt offenbar die Vor- 
hereitung der beiden enantiomorphen Gebilde nicht sehr ver- 
schieden, wie dem verhaltnismaBig geringem Uberwiegen von 
d-Malat zu entnehmen ist; demnach ist das tierphysiologische 
Schicksal von d, |-Apfelsiiure ithnlich dem, das Neuberg mit 
Wohlgemuth und P. Mayer fiird, l-Arabonsiure und d, |-Man- 
nonsiiure, und Neuberg mit Sa neyoshi, Farber und Nord 
fiir die Dicarbonsiuren, d-Traubensiure, d,1-Zucker- und d, |-Man- 


nonsiiure beobachtet hat. 




















Uber Harnsiuresynthese im mensehlichen Organismus. 


Von 


Gustav Kollmann. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Wiener Physiologischen Universitats- 
Institutes und der I. Medizinischen Abteilung der Krankenanstalt Rudolf- 
stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1921.) 


I. Das Problem der Harnsiuresynthese. 

Im Verlaufe einer Untersuchung, deren Resultate ich kiirz- 
lich mitgeteilt habe'), war uns bei lingerdauernder Ernahrung 
von Menschen mit purinarmer Nahrung die relativ reichliche 
Harnsaureausscheidung aufgefallen. Die Tagesausscheidung an 
Harnsiure lag meist zwischen 0,5—1,0 g, trotzdem unserer, wenn 
auch nur groben, Schaitzung nach die mit der Nahrung auf- 
genommene Purinmenge 0,3—0,5g kaum iiberschritten haben 
dirfte. Diese Wahrnehmung hat uns veranlaBt, der viel dis- 
kutierten Frage einer Harnsiuresynthese im Organismus des aus- 
gewachsenen Menschen neuerlich unsere Aufmerksamkeit zuzu- 
wenden. 

Wie bekannt, kommt der Hauptanteil des N, der von Siiuge- 
tieren, Amphibien und Fischen als Harnstoff ausgeschieden wird, 
bei Végeln, Reptilien, sowie bei zahlreichen Wirbellosen in Form 
von Harnsiure zum Vorschein, die zweifellos einer Synthese ihre 
Entstehung verdankt. Jedoch auch in bezug auf den wachsen- 
den Siaiugetierorganismus kann es keinem Zweifel unterliegen, daB 
er Purinkomplexe auf synthetischem Wege neu zu bilden vermag, 
um mit Hilfe derselben seine Nucleinsiuremolekiile aufzubauen. 


Dies ist nicht nur fiir das Ei des Seidenspinners und des Huhns, 


uw ¥ . : i . 

1) G. Kollmann, Uber die Beziehungen der Harnsiureausscheidung 
zur Durchblutung des Pfortadergebietes. Wien. med. Wochenschr. 1920, 
Nr. 47. 
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fiir den Lachs im Hungerzustand, sondern auch fiir die purinfrei 
gefiitterte Ratte und fiir den Siugling erwiesen'). 

Es hat jedoch nicht an Stimmen gefehlt, die der Meinung 
Ausdruck gegeben haben, die Fahigkeit, Harnsiure synthetisch 
neu aufzubauen, sei auch dem Organismus des erwachsenen 
Saugetieres und Menschen nicht ginzlich abhanden ge- 
kommen. 

So hat insbesondere H. Wiener?) sich dahin ausgesprochen: ,,Man 
kénnte sich die Vorstellung bilden, daB der Unterschied zwischen dem Stoff- 
wechsel der Végel und dem der Saugetiere in diesem Punkte kein prinzi- 
pieller, sondern nur ein gradueller ist. Bei beiden Tierklassen diirfte die 
Eiweifzersetzung bis zur Bildung von Harnstoff vor sich gehen, welcher 
bei Végeln zum geringsten Teil als solcher ausgeschieden wird, zum gréBten 
Teil eine Synthese zur Harnséure eingeht, wihrend bei Siugetieren der 
gréBte Teil unveraindert zur Ausscheidung gelangt und nur ein kleiner 
Bruchteil zur Harnsiuresynthese verwendet wird. AuBerdem entsteht bei 
beiden Tierklassen Harnsiiure durch Oxydation der Xanthinbasen und bildet 
bei den Végeln einen kleinen, bei Séiugetieren den gréBten Teil der aus- 
geschiedenen Harnsaure.“ 

Demgegeniiber spricht sich R. Burian®*), nachdem er sich vergeblich 
bemiiht hatte, eine synthetische Harnsiurebildung in Rinderleberausziigen 
neben der oxydativen festzustellen, dahin aus, es entfalle hiermit die einzige 
experimentelle Begriindung, die fiir die Annahme einer partiellen synthe- 
tischen Entstehung der Siugetierharnsiure bisher beigebracht worden sei. 
Recht skeptisch lautet auch das Urteil von W. Pfeiffer) nach Nachpriifung 
der einschligigen Versuche Wieners. ,,Durch obige Versuche, sagt 
Pfeiffer, ,,ist es noch unwahrscheinlicher geworden als es ohnehin war, 
daB die pathologische Harnsiureanhiufung bei gewissen Krankheitszustian- 
den von einer vermehrten synthetischen Bildung abhangig sei.“ 

Fiirth®) resumierte seinerzeit den Stand der Frage dahin: ,,Fiir die 
Annahme einer synthetischen Harnsiurebildung beim Saugetier und Men- 
schen, welche neben der oxydativen einhergehe und dem Vorgange im 
Vogelorganismus analog verlaufen sollte, liegt vorderhand gar kein Anhalts- 
punkt vor.“ 

Hammarsten*) wollte die Méglichkeit einer Harnsiuresynthese 
beim Saugetier nicht in Abrede stellen, wenn man auch nicht wisse, inwieweit 
eine solche tatsichlich vorkommt. 

1) Vgl. die einschligige Literatur bei O. Fiirth, Probleme der physio- 
logischen und pathologischen Chemie. Bd. II, 8. 155. 1913. 

2) H. Wiener, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 79. 1902. 

3) R. Burian, Zeitschr. f. physiol. Chem. 43, 530. 1904/05. 

4) W. Pfeiffer, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 324. 1907. 

5) 1. ec. S. 155. 

6) Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 8. Aufl., 


S. 166. 1914. 
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SchlieBlich sprach sich Abderhalden’) dahin aus, da8 man keine 
eindeutige Beobachtung kennt, die beweisen wiirde, daB auch der Mensch, 
die Saugetiere, die Amphibien und Fische aus Eiwei8abkémmlingen Purin- 
substanzen zu bereiten verméchten. 

Da, wie erwihnt, eigene Beobachtungen mir den Gedanken 
an eine sich im menschlichen Organismus vollziehende synthe- 
tische Harnsiurebildung immerhin nahegelegt hatten, habe ich 
versucht, mir auf méglichst einfachem und direktem Wege iiber 
dieses Problem AufschluB zu verschaffen. 

Sollte es gelingen, wihrend einer langeren Versuchsperiode 
darzutun, daB die Menge ausgeschiedener Purinstoffe diejenige 
der zugefiihrten Purinstoffe um ein Wesentliches iibertreffe, ohne 
da die Versuchs personan Gewicht abgenommen hatte, 
so miiBte dies sehr im Sinne einer Harnsiuresynthese sprechen ; 
denn die Gewichtskonstanz wiirde in einem solchen Falle 
jene Ausflucht hinfallig machen, mit der sich die Mehrzahl der 
Beobachter bei derartigen Versuchen beruhigt haben: indem sie 
meinten, das Plus an Harnsiiure stamme aus zerfallenen Korper- 
zellen. 


II. Literaturangaben iiber Harnsiureausscheidung bei purinarmer 
Ernihrung. 

Bevor ich an die Wiedergabe meiner eigenen Versuche gehe, 
méchte ich die fiir unsere Fragestellung in Betracht kommenden 
Literaturangaben kurz resumieren. 

Trotz der ungeheuren, kaum iibersehbaren Literatur des 
Purinstoffwechsels vermochte ich nur wenige Arbeiten ausfindig 
zu machen, die fiir unser Problem sich unmittelbar verwendbar 
erwiesen. Vor allem war dies deshalb der Fall, weil nur langer- 
dauernde Versuche mit purinfreier Ernihrung und positiver 
Stoffwechselbilanz fiir uns in Betracht kommen. Weitaus die 
meisten Stoffwechselversuche waren von anderen Gesichtspunkten 
aus unternommen und fiir uns nicht ohne weiteres verwertbar. 
Auch die Hoffnung, die umfangreiche Literatur iiber den Stoff- 
wechsel der Vegetarianer unseren Zwecken dienstbar zu machen, 
hat sich nur zum geringsten Teil erfiillt. Abgesehen davon, dab 
durchaus nicht alle Vegetarianer sich purinarm ernahren, wird 
vielfach, insbesondere bei den Japanern, das Versuchsbild durch 
1) Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, Bd. I, 
8. 587. 1914. 
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reichlichen TeegenuB gestért. Wenn auch der Ubergang!) der 
methylierten Xanthine in Harnsaure nicht gerade wahrscheinlich 
ist, muBten dieselben doch in unserem Falle als unerwiinschte 
Beigabe erscheinen. 

Nach Scheubes?) umfangreichen Beobachtungen betragt die mittlere 
tigliche Harnsaéureausscheidung der Japaner 0,46 g, steht also der des 
Europaers nicht viel nach*). In der militérischen Akademie zu Tokio 
wird jedem Studenten in der Nahrung pro Tag ca. 83 g EiweiB gegeben. 
Von 83 g EiweiB wird mehr als die Halfte in Form von Reis geliefert, der 
als auBerordentlich purinarm gelten kann. So bleiben, wenn alles iibrige 
EiweiB als animalisches geliefert wiirde, 35g animalisches EiweiB, was 
etwa 140 g Fleisch und nur 0,16 g Harnsaure entspricht. Der Wert dieser 
Beobachtungen wird allerdings durch den reichlich aufgenommenen Tee 
beeintrachtigt. 

Hirschfeld*) nahm in 2 Versuchen, die je 8 Tage dauerten, eine Nah- 
rung zu sich, die nur aus Semmeln, Kartoffeln, Butter, Zucker, Kaffee, 
Reis, Speck, Kognak und Wein bestand, also auBer den im Kaffee enthal- 
tenen Methylpurinen praktisch purinfrei war. Wahrend der ersten 8 tagigen 
Periode schied er 22 g N durch Urin und Faeces mehr aus als er aufgenommen 
hatte. 22 g¢ N entsprechen ca. 140 g EiweiB und dieses wieder etwa 650 g 
Muskelfleisch, wenn man annehmen wollte, dab der EiweiBverlust im wesent- 
lichen auf Kosten von Muskeln gegangen wire. Die Korpergewichts- 
abnahme betrug im ganzen Zeitraume 1050 g. Die Gesamtsumme der 
in 8 Tagen ausgeschiedenen Harnsdure betrug 3,338 g; nun kann der Purin- 
gehalt von Fleisch mit rund 0,19, veranschlagt werden®). Es miiBten also 
rund 3 kg Muskelfleisch umgesetzt werden, um eine Menge von Purinstoffen 
in Freiheit zu setzen, die etwa 3 g Harnsaure entspricht. Tatsichlich konnten 
nach der N-Bilanz nur 650 g umgesetzt worden sein. Eine analoge Um- 
rechnung ergibt fiir die zweite 8tagige Versuchsperiode eine Ausscheidung 
von 3,6 g Harnsaure, wobei dem berechneten Umsatz von iiber 3 kg Muskel- 
fleisch nur ein Gewichtsverlust von 400 g gegeniibersteht. 

Schreiber und Waldvogel®) ernahrten einen Mann 8 Wochen lang 
bloB mit ,,Eierspeisen“ und ,,vegetabilischer Kost“ und stellten waihrend 


1) Beziiglich des Uberganges von Coffein und Theobromin in Harnséure 
vgl. Noorden, Ernahrungslehre, Bd. II, S. 681. 1920. Nach Kaffee- und 
TeegenuB haben Fauvel, Burian und Schur, Kriiger und Schmid und 
0. Minkowski deutlichen Anstieg der Harnpurinbasen gefunden, dagegen 
einen EinfluB auf die Harnsiureausscheidung vermiBt. Demgegeniiber hat 
A. Besser doch einen beachtenswerten Anstieg der Harnsaure gefunden. 

2) Scheube, Arch. f. Hyg. 1, 352. 1883. 

3) Nakahama, Arch. f. Hyg. 8, 78. 1888. 

4) Hirschfeld,Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 114, 301. 1888. 

5) Schmid und Bessau, Therap. Monatshefte 1910, S. 116. 

6) Schreiber und Waldvogel, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 


42, 76. 1899. 
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dieser Zeit allerhand Versuche an. Unter Hinweglassung der durch Ein- 
griffe geinderten Zahlen ergibt sich als Mittelwert 0,435 g¢ Harnséure 
pro Tag. Leider sind die Kostangaben ungenau. 

Wertvoll sind die sorgfaltigen Selbstversuche von Burian und Schur!) 
zur Bestimmung ihres endogenen Harnsaiurewertes. Um so mehr, 
als hier das erste Mal auch die Methylpurine ginzlich ausgeschaltet waren. 
Leider fehlen genaue Gewichtsangaben. Im groBen ganzen befand sich 
jedoch Burian, an dem der Versuch gemacht wurde, im N-Gleichgewicht. 
So wurde z. B. in der dritten Versuchsperiode bei annaherndem N-Gleich- 
gewicht und bei einer Nahrung von 500 cem Milch, 4 Eiern, 300 g Brot, 
100 g Reis, 200 g Butter und 35 g Zucker taglich mehr als '/, g Harnsaiure 
ausgeschieden. Auch hier miiBte, wenn man aus der Harnsiurenausscheidung 
seinen RiickschluB auf den Zerfall von KérpereiweiB ziehe wollte, dieser 
ein ganz gewaltiger gewesen sein. Betrug doch die Gesamtharnsaure in 
12 purinfreien Tagen 6,7 g, was einem Fleischumsatz von rund 6 kg ent- 
sprechen wiirde. 

Erwahnung verdient auch ein 20tagiger Versuch von Fauvel?): 
Er findet bei einem ,,régime strictement végetal et sans purines” als durch- 
schnittliche Harnsiureausscheidung pro Tag 0,38 g. Das ist in 20 Tagen 
7,6 g, was wiederum, wenn die Purine wirklich aus umgesetzten K6rper- 
zellen entstammen wiirden, einen Kérperumsatz von rund 7 kg Muskel- 
fleisch bedeuten wiirde. Leider liegt keine Gewichtsangabe vor. Doch 
miiBte bei einer Abnutzung, die 7 kg Muskelfleisch aufzehrt, die Kérper- 
gewichtsabnahme wohl sicherlich etwa 10 kg betragen (Fetteinschmelzung). 
Fauvel hatte das bei dem 66 kg schweren Individuum sicher erwahnens- 
wert gefunden. Auch erwaihnt er, daB dasselbe Individuum im AnschluB 
an den Versuch 65 km Radfahren im Tage ohne Ermiidung vertragen hat. 

Interessant ist auch eine Angabe Umbers*): ,,Eine Gichtkranke, 
bei der ich seit 2'/, Jahren véllig purinfreie Ernahrung durchgefiihrt und 
die dadurch erhebliche Besserung ihrer seit 15 Jahren progressiv verlaufen- 
den, erblichen Gicht erfuhr, schied in der ersten Zeit der purinfreien Er- 
nahrung 0,162 g Purin-N im Durchschnitt aus, bei 9,38 g Gesamt-N, nach 
2monatiger purinfreier Ernihrung 0,146 g Purin-N bei 8,61 g Gesamt-N 
(Durchschnitt von 5 Tagen), nach 1'/, Jahren purinfreier Ernahrung 
0,122 g Purin-N bei 7,88 g Gesamt-N (6tagiger Durchschnitt) bei einer 
calorisch ausreichenden Nahrung.“ Es liegt ja auf der Hand, daB eine der- 
artige ,,purinfreie“‘ Ernahrung nicht wirklich als purinfrei gewertet werden 
kann, worauf wir spater noch zuriickkommen werden und daB auch bei 
einer solchen sicherlich nicht zu vernachlassigende Mengen von Purin 
mit der Nahrung aufgenommen worden sind; doch diirften sich dieselben 
innerhalb nicht allzuweiter Grenzen bewegt haben. DaB der Versuch bei 
einer Gichtikerin vorgenommen wurde, daB auch Angaben iiber das Kérper- 


1) Burianund Schur, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 241. 1900 

2) P. Fauvel, Cpt. rend. hebdom. des séances de l’acad. des sciences 
142, 1292. 1906. 

3) Umber, Therapie der Gegenwart, 1909, S. 


75 


”. 











240 G. Kollmann: 


gewicht fehlen, ist in diesem Falle wohl ziemlich belanglos. Denn in dem 
langen Zeitraum von 2!/, Jahren hatte, wenn eine Synthese von Purin ganz 
ausgeschlossen wire, die Frau grober Schitzung nach wohl mitsamt einem 
stattlichen in ihren etwaigen Tophi aufgestapelten Harnsiurevorrat vom 
Erdboden verschwinden miissen. 

Die Heranziehung von Hungerversuchen und Versuchen unter 
zweifellos pathologischen Verhiiltnissen habe ich vermieden, da 
ja bei solchen eine umfangreiche Einschmelzung von Korper- 
gewebe tatsichlich nicht ausgeschlossen werden kann. 

Immerhin konnte aus den angefiihrten Beispielen, die sich 
ja gewiB durch weitere ahnliche leicht vermehren lieBen, so viel 
ersehen werden, daB die Harnsiureausscheidung beilanger- 
dauernder purinfreier Kost und erhaltenem N-Gleich- 
gewicht nicht aufhért oder auch nur merklich absinkt. 
Da aber die angefiihrten Versuche mehr oder minder von anderen 
Gesichtspunkten und aus anderen Griinden unternommen worden 
waren, da entweder die Versuchsdauer zu kurz oder das N-Gleich- 
gewicht nicht einwandfrei erhalten oder auch die immerhin nicht 
ganz unverdichtigen Methylpurine nicht ausgeschaltet waren 
oder aber genaue Kostangaben mangelten oder aber endlich nicht 
vollig physiologische Verhialtnisse vorlagen, hielt ich es fiir eine 
nicht undankbare Aufgabe, einen Versuch von langer Dauer 
durchzufiihren, bei dem derartige Fehlerquellen nach Tunlichkeit 


vermieden werden sollten. 


Ill. Eigene Versuche. 

Als Versuchsobjekt diente mir ein 26jahriges, bis auf eine 
alte Lungenspitzennarbe vollig gesundes Madchen von bliihendem 
Aussehen, von 150 cm Koérperlainge und 56,2 kg Anfangsgewicht. 

Ich stellte bei einer durch 7 Wochen durchgefiihrten praktisch 
purinfreien Ernaihrung die tagliche Harnsiureausscheidung fest. 

Die Kost bestand aus 5 Eiern, 70 g Butter, 600 ccm Milch, 
300 g weiches Biskuit, 150 g Apfelmus, 300 g GrieBmilchspeise und 
350 g WeiBbrot. Griine Gemiise, Kaffee, Tee, Kakao, Schokolade 
und Suppe waren vollkommen ausgeschaltet. Die Patientin war 


eine verlaBliche und einsichtige Person, die iiberdies bestindig 
kontrolliert und durch Stichproben immer wieder tiberwacht 
wurde und bei der unerlaubte Nahrungsaufnahme, soweit dies 
iiberhaupt praktisch méglich ist, ausgeschlossen erschien. 

Der Energiegehalt der Nahrung betrug ca. 2900 Calorien. 
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Nach den Analysen von Schmid und Bessau wire der 
Puringehalt der Nahrung mit Null zu bewerten. 

Nach den Analysen von Fellenberg!) ware derselbe un- 
gefihr mit 0,1 g zu berechnen: 


350 g Weibbrot 





300 g Biskuit 445 ¢ WeiBmehl = 0,061 g Purin 
5 Eier 0,090... s 
600 cem Milch 0,018,,  ;, 

Summe 0,099 ¢ Purin 


Der Vergleich der Tabellen von Schmid und Bessau mit 
denen von Fellenberg ergibt fiir letztere auffallend hohe Werte. 
Fellenberg hatte nach durchgefiihrter Hydrolyse die Kupfer- 
Bisulfitfallung ausgefiihrt, den Niederschlag mit H,S zersetzt und 
die Cu-Fallung noch einmal wiederholt. Dagegen haben Burian 
und Schur und andere Autoren bei derartigen Untersuchungen 
in der Regel zuerst mit CuSO, und NaHSO, gefallt, den Nieder- 
schlag zerlegt und die zweite Fallung nach dem Vorgang von 
Kriger und Schmid sowie von Salkowski mit ammoniakali- 
scher Silberlésung resp. mit Silber-Magnesialésung vorgenommen, 
so insbesondere auch Abderhalden und seine Mitarbeiter. 

Wir haben selbst in folgender Art Stichproben vorgenommen: 

500 g WeiBbrot o.dgl. wurden mehrere Stunden lang mit 21 
0,5°% H,SO, lebhaft gekocht, das Ungeléste abfiltriert, das Filtrat 
mit NaOH neutralisiert, der Neutralisationsniederschlag abfiltriert, 
das neutrale Filtrat eingeengt, mit Essigsiure schwach angesauert 
und mit Kupfersulfat und Natriumbisulfit in iiblicher Weise ge- 
fillt, der Niederschlag filtriert, in heiBem Wasser suspendiert und 
unter wiederholtem Verreiben in der Reibschale tagelang mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Dann wurde der Niederschlag ab- 
filtriert, das Filtrat bis zum volligen Entweichen von Schwefel- 
wasserstoff gekocht und nun mit ammoniakalischer Silberlésung 
resp. Silber-Magnesiumlésung gefillt. Der Niederschlag wurde auf 
ein kleines aschefreies Filter gebracht, gut gewaschen und, um Am- 
moniak zu vertreiben, mit MgO gekocht und schlieBlich kjehldalisiert. 

Es ergaben sich schlieBlich: 

fiir WeiBbrot 0,0024°, Purin-N, was ca. 0,007°4 Purin entspricht, 

fiir Mehl 0,0048 ,, 9 ow w OR. “s ” 

fiir Reis 0,0046 ,, 99 és) = Se » ” 


1) O. Fellenberg, diese Zeitschr. 88. 1918. 
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Fellenberg hat fiir WeiBmehl dieselbe Zahl gefunden, fiir 
Reis dagegen 0,039°,, also fast den dreifachen Wert. 

Auch Burian und Schur haben im Weifbrot nur minimale 
Spuren von Purinen nachweisen kénnen. Auch wenn wir die 
hohen Zahlen Fellenbergs fiir Mehl, Milch und Eier zugrunde- 
legen, so wiirde sich fiir unsere Kost nicht mehr wie héchstens 
0,10 g Purin ergeben. 

Die Harnsiurebestimmungen wurden nach der kolorimetrischen 


Methode von Benedict und Hitchcock!) vorgenommen. 


Tabelle I. 


Urinmenge  Harnsaure Urinmenge Harnsaure 
ccm g ccm g 
1. Tag 700 0,36 27. Tag 1800 0,45 
a 1000 0,4 a 1700 0,5 
a~ x 1400 0,34 a: 1000 0,44 
ae 1500 0,34 Oe is 1900 0,5 
ee 1400 0,5 ae 1900 0,4 
Seem 1000 0,36 -) oe 1200 0,43 
: are 900 0,3 | ee 1100 0,39 
Bi: es 1000 0,32 ae 1800 0,47 
ae 1200 0,42 SD. os 1200 0,42 
| ae 1400 0,46 : a 1500 0,42 
|) are 1300 0,39 A 1000 0,4 
|) 1000 0,45 a 900 0,37 
ae 1200 0,51 
Be. = Ge 1500 0,5 a. 1300 0,44 
| on 1300 0,5 ae 1100 0,4 
MG 1200 0,44 4h. 1700 0,43 
ee | ee 1500 0,48 
ee Menses. 43. - 25 1400 0,41 
 — _ i 1200 0,4 
ee 1200 0,4 | ee 
| a 1400 0,46 os Menses. 
3. 1500 0,38 ty Sa 
33... 4 1800 0,37 48.5 
ee 1900 0,39 _ 1100 0,42 
a 1700 0,32 a. os 1000 0,46 
. 1500 0,38 ae 1600 0,45 


Am Ende des Versuches wog das Midchen 60,1 kg, hatte 
also 3,9kg angesetzt, das Aussehen war ein sehr gutes. Die 
Gesamtharnsiureausscheidung der Versuchszeit, mit Weglassung 


1) Benedict and Hitchcock, Journ. of biol. chem. 20, 619. 1915. 
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der Menstruationszeit, betrug 18,37 g. Die mittlere Tagesaus- 
scheidung an Harnsaure betrug also in diesem Falle 0,42 g. Selbst 
unter Annahme der hohen Zahlen Fellenbergs wiirde sich also 
ein tagliches Plus von ca. 0,3 g ergeben, was fiir die 50 tagige 
Versuchsperiode 15 g mehr ausgeschiedene Purinsubstanz bedeutet. 

Selbst wenn man, was offenbar zu hoch gerechnet ist, etwa 
den Puringehalt der Muskelsubstanz, die ja die Hauptmenge des 
lebenden K6rperprotoplasmas ausmacht, mit 0,2°, Purin in 
Rechnung bringt, so hatte die Versuchsperson 7,5 kg an Muskel- 
substanz abbauen miissen. Es liegt wohl auf der Hand, daB dies 
nicht ohne einen zumindest ebenso groBen Gewichtsverlust hatte 
geschehen kénnen. Tatsachlich ist aber von einem Gewichts- 
verlust keine Rede. Vielmehr ist eine erhebliche Gewichtszunahme 
zu verzeichnen. 

Dieser Versuch zusammen mit dem im voraus- 
gehenden Kapitel angefiihrten Versuchsmaterial an- 
derer Beobachter s pricht sehr zugunsten der Annahme, 
daB tatsachlich eine synthetische Neubildung von 
Purinsubstanz im Organismus stattgefunden hat. 

Wenn wir nicht ohne weiteres den SchluB ziehen, daB dies 
tatsichlich der Fall ist, so geschieht es aus dem Grunde, weil das 
in bezug auf den Puringehalt von Nahrungsmitteln vorliegende 
Beobachtungsmaterial in Wirklichkeit ein diirftiges ist. Abgesehen 
von den Standardanalysen von Burian und Schur und den 
unter Burians Aufsicht ausgefiihrten Analysen von Hall’) 
liegen tatsaichlich unseres Wissens systematische Untersuchungen 
nur von Schmid und Bessau und von Fellenberg vor, auber- 
dem eine Anzahl einzelner Befunde, wie insbesondere die Analyse 
der Kartoffeln von Abderhalden und seinen Mitarbeitern?). 
Alle diese Befunde weichen erheblich voneinander ab. 

Wir halten es daher, bevor wir aus unseren Befunden weit- 
gehende physiologische Schliisse ziehen, fiir geboten, dieselben 
auf eine festere Basis zu stellen und uns durch neuerliche 
systematische Untersuchungen, iiber die wir bei spaterer Ge- 
legenheit zu berichten gedenken, die GewiBheit zu verschaffen, 

1) J. W. Hall, Inaug.-Diss. Manchester 1902; Chem. Zentralblatt 
1, 1169. 1902. 

2) Abderhalden, Ewald, Fodor und Rése, Pfliigers Arch. f. d. 
ges. Physiol. 160, 513. 1915. 
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ob die bisher angewendeten Methoden der Purinbasenbestimmung 
in den Nahrungsmitteln wirklich annihernd richtige Vorstellungen 
iiber den wahren Puringehalt derselben geben und ob derselbe 
nicht etwa bisher unterschatzt worden ist. 

Zum Schlusse sei es mir gestattet, meinem verehrten Chef, 
dem Vorstande der I. Medizinischen Abteilung der Kranken- 
anstalt Rudolfstiftung in Wien, Herrn Professor Dr. Gustav 
Singer, fiir die giitige Erlaubnis zur Ausfiihrung des Versuches 
meinen besten Dank auszusprechen. 


Zusammenfassung. 

Das in der Literatur vorliegende Material, insbesondere Be- 
obachtungen von Hirschfeld, Schreiber und Waldvogel, 
Burian und Schur, Fauvel und Umber legen den Gedanken 
an die Méglichkeit einer synthetischen Harnsiurebildung auch 
im Organismus des erwachsenen Menschen nahe. Bei einer 
50tagigen Beobachtung an einem 26jahrigen gesunden Miidchen 
bei konstanter Ernihrung mit sehr purinarmer Nahrung wurde 
bei Zunahme von fast 4 kg Korpergewicht eine Mehrausscheidung 
von 15g Harnsiure tiber das mit der Nahrung aufgenommene 
Quantum festgestellt, welche anscheinend nicht durch Abbau von 
kernhaltigem k6rpereigenen Zellmaterial ausreichend erklart wer- 
den kann. Weitere methodische Untersuchungen iiber den tat- 


sichlichen Puringehalt der wichtigsten Nahrstoffe sollen Klarheit 


dariiber bringen, ob tatsichlich eine Purinsynthese aus purin- 
freiem Material im Organismus stattgefunden hat. 





Studien tiber den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf das Wachstum und die Toxinbildung der 
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I. Einleitung. 
Es ist eine altbekannte Tatsache, daB bei der Herstellung 


von Tetanustoxin bisweilen groBe praktische Schwierigkeiten zu 
iiberwinden sind. Es ist wohlbekannt, daB in diesem Falle zwischen 
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iippigem Wachstum und starker Toxinproduktion nicht immer 
Parallelismus besteht. In einer friiheren Arbeit hat einer von 
uns mit H. David zusammen die Bildung von Diphtherietoxin 
studiert (Dernby und David 1921) und dabei gefunden, dab 
die Wasserstoffionenkonzentration einer der wichtigsten Faktoren 
dafiir ist. Die Kurve des Wachstums und die der Toxinbildung 
waren ziemlich parallel. Durch Regulierung der Wasserstoffionen- 
konzentration des Nihrsubstrates, so daB diese fiir das Wachstum 
geeignet wird, daB sie nicht sauer wurde, konnte immer gutes 
Toxin erhalten werden. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Frage aufgenommen, 
unter welchen Bedingungen die Tetanusbacillen sich am giinstig- 
sten entwickeln und das beste Toxin produzieren. 

Aber wenn es sich um die Tetanustoxindarstellung handelt, 
wird das Problem komplizierter. Denn teils entwickeln sich die 
meisten Tetanusstimme besser unter anaeroben als unter aeroben 
Bedingungen, wihrend der Diphtheriebacillus ein ausgepriigter 
Aerobier ist, und teils scheint es, als ob das Tetanustoxin viel leichter 
zerstért werden kann als das Diphtherietoxin (Re ymann 1917, 
v. Eisler und Pribram). 

Uber die chemische Natur des Tetanustoxins sind mehrere 
Arbeiten veréffentlicht worden. Dies ist jedoch eine Frage, auf 
die wir im folgenden gar nicht eingehen werden. Unser Endzweck 
ist gewesen, das Wachstum der Tetanusbacillen und die Bildung 
des Tetanustoxins in bezug auf die Wasserstoffionenkonzentration 
zu studieren. 

Wir miissen einen scharfen Unterschied zwischen Wachstum 
und Toxinbildung aufstellen, und die beiden Vorginge jeden fiir 
sich studieren. 

Wir wollen keineswegs behaupten, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration der einzige Faktor und auch nicht, daB sie der 
wichtigste Faktor fiir das Wachstum und die Toxinbildung sein 
sollte. Man kann eine ganze Reihe von anderen Faktoren auf- 
stellen, wie z. B.: 

besondere Eigenschaften der Mikroorganismen, 

die Sauerstoffspannung, 

die Zusammensetzung der Stickstoffnahrung, 

akzessorische Stoffe, wie Zucker, Salze usw., 


,, Vitamin‘‘-Substanzen. 
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Was die besonderen Eigenschaften der Tetanusbacillen an- 
belangt, so scheint es, als ob diese Mikroorganismen sich als sehr 
unberechenbar erweisen kénnten. Es,kann vorkommen, daB ein 
gewisser Stamm, der lange Zeit gutes Toxin gegeben hat, ganz 
plétzlich diese Fahigkeit einbiiBt. Aber diese Schwierigkeit kann 
dadurch verringert werden, da man stets mit einer Mischung 
verschiedener Stimme aussit. 

Friiher war man der Ansicht, daB die Tetanusbacillen streng anaerob 
seien und da nur in gewissen Fallen, so z. B. durch Symbiose mit B. subtilis 
oder anderen aeroben Mikroorganismen, Toxin auch durch aerobe Ziichtung 
gelingen kénne (Debrand 1903). Aber seitdem Tetanusstimme gefunden 
sind, die sowohl unter aeroben als anaeroben Bedingungen (siehe Re y mann 
1917) gutes Toxin abgeben, ist man von dem vollstandigen Sauerstoff- 
abschluB nicht mehr ganz abhangig. 

Ein wichtiger Faktor ist sicher die Zusammensetzung der Stickstoff- 
nahrung, besonders das Verhiltnis zwischen EiweiB-, Peptid- und Amino- 
stickstoff. Seitdem Kitasato die Tetanusbacillen reingeziichtet hatte, 
verwendet man nach ihm Rinder- oder Kalbsbouillon. Und es scheint, als 
ob die Tetanusbacillen in solchen Bouillons gut gedeihen, weshalb auch diese 
Frage einstweilen nicht zu den brennendsten gehért. 

Unter den akzessorischen Niahrsubstanzen spielen insbesondere 
Traubenzucker und andere Zuckerarten eine groBe Rolle. Schon Kitasato 
empfahl Zusatz von Zucker bis zu 2%. v. Eisler und Pribram haben 
sowohl iippiges Wachstum als auch gute Toxinbildung bei Zuckerzusatz 
beobachtet, doch fehlt es in der Literatur nicht an Angaben, wonach Zucker 
besonders fiir die Toxinbildung nicht unbedingt giinstig sein soll. 

Aber wie bei der Arbeit iiber Diphtherietoxin (Dernby und David 
1921) hangt auch hier die Zuckerfrage eng mit der Wasserstoffionenkonzen- 
trationsfrage zusammen. Es ist wohl nicht so zu verstehen, daB der Zucker 
an und fiir sich die Toxinbildung hemmt, vielmehr sind es die bei der Ver- 
girung des Zuckers gebildeten Sauren, die eine Vermehrung der Wasser- 
stoffionen bewirken, welche das Toxin zerstéren. 

Erwahnt muB auch werden, dais man gefunden zu haben meint 
(Brieger 1887), daB ein Zusatz von Chlornatrium von 2°, einen fordernden 
EinfluB auf die Toxinbildung haben soll. 

Die Diphtheriebacillen wachsen vorziiglich auf autolysierter oder 
vergorener Bouillon, die Tetanusbacillen dagegen nicht oder nur spirlich. 
Die meisten Autoren sind, darin einig, daB die Tetanusbacillen frisch be- 
reitete Bouillon verlangen und sowohl in alter als auch in zu stark auto- 
clavierter Bouillon schlecht wachsen (siehe v. Eisler und Pribram); doch 
muB erwahnt sein, daB Erfahrungen in entgegengesetzter Richtung vor- 
liegen. Im modernen Sinne kénnte man es so erklaren, daB es sich um eine 
,, Vitamin’‘-Frage handelte. Wie wichtig diese Frage auch ist, so ist sie doch 
noch so in Dunkel gehiillt, daB wir sie hier im folgenden auBer Betracht 
lassen. In diesem Zusammenhang muB jedoch erwahnt werden, daB manche 
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Autoren behaupten (Uschinsky, Buchner), bei Anwendung von nur 
synthetischen Nahrsubstraten gutes Tetanuswachstum erhalten zu haben. 

Was den EinfluB der, Wasserstoffionenkonzentrationen auf 
Wachstum und Toxinbildung, studiert mit modernen Methoden, 
anbelangt, so sind unseres Wissens keine Arbeiten, wenigstens 
keine ver6ffentlichten, vorhanden. Uber den EinfluB von Sauren 
und Basen auf das Wachstum und die Toxinbildung liegen jedoch 
viele altere Angaben in der Literatur vor. Die allgemeine SchluB- 
folgerung, die man aus diesen Arbeiten ziehen kann, ist, daB die 
Tetanusbouillon neutral oder schwach alkalisch sein mu und 
daB sowohl Siuren als Basen das Wachstum hemmen und das 
Toxin zerstéren. Besonders sollen stirkere Siuren in gréBeren 


Konzentrationen das Toxin sehr schnell zerstéren. 


II. Versuchsmethodik und Bemerkungen. 


Um die Darlegungen in den folgenden Abschnitten nicht unnotig 
zu belasten, werden wir hier einen kurzgefaBten Bericht tiber die 
wichtigsten Versuchsmethoden, die wir angewendet haben, einfiigen. 


a) Die Bakterien. 

Wir haben uns nur solcher Tetanusstimme bedient, die 
sowohl unter aeroben wie anaeroben Bedingungen Toxin liefern. 
Kiner derselben stammt aus dem ,, Danska Statens Seruminstitut"*, 
Kopenhagen, und ist nach Angabe urspriinglich aus Rotterdam 
gekommen, und wir bezeichnen diesen im folgenden als,, Danischer 
Stamm‘. Die anderen sind von Dr. Petrie am Lister Institut, 
Elstree, England, zur Verfiigung gestellt, wofiir wir unsere gréBte 
Dankbarkeit zum Ausdruck bringen. Diese sind als ,,Englische 
Stiimme‘' bezeichnet. Uber den ersten Ursprung dieser Kulturen 
ist uns nichts Naiheres bekannt. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Aussaat benutzten wir 48stiin- 
dige Agar- oder Bouillonkulturen. 

Uberall haben wir uns bei den wissenschaftlichen Experimen- 
ten strenger Reinkulturen bedient. Die Kulturen wurden auf ihre 


Reinheit gepriift. 


b) Die Bereitung des Nahrsubstrates. 


Als Naihrsubstrat haben wir gewohnliche, mit Pepton versetzte 
Kalbsbouillon angewendet. Wir haben verschiedene Bouillon- 
typen gepriift, aber sind bei folgenden stehen geblieben. 
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Frisch geschlachtetes feines Kalbfleisch wird in der Hackmaschine 
zerkleinert. Zu 5 kg Fleisch werden 10 Liter Wasserleitungswasser zugesetzt 
und die Mischung wahrend der Nacht im Eisschrank stehengelassen. Am 


nachsten Tage wird die Mischung 1 Stunde lang bei 60° C erwarmt, worauf 
filtriert wird. Zum Filtrat wird 1,59, Pepton (Witte) und 0,59, Kochsalz 
zugesetzt. Alsdann wird die Bouillon mit Natriumhydrat oder Natrium- 
carbonat, im gewohnlichen Falle braucht man zu 10 Liter etwa 40 g Krystall- 
soda, neutralisiert und die Alkalinitat so bestimmt, daB sie etwa py = 8 
entspricht. Die Bouillon wird 20—30 Minuten gekocht. Hierdurch entsteht 
eine starke Triibung. Die Alkalinitaét wird nun in folgender Weise genau 
justiert. Etwa 50 ccm werden herausgenommen, filtriert und abgekiihlt. 
Die Wasserstoffionenkonzentration wird in gewohnlicher Weise in 10 cem 
Bouillon bestimm (siehe unten) unter Benutzung von Phenolsulphon- 
phthalein als Indikator und Sérenschen Phosphatmischungen als Ver- 
gleichsfliissigkeiten. Wenn die Probe nicht py = 8 zeigt, setzt man soviel 
N/,9-NaOH oder HCl zu, dab py =, genau = 8, wird. Eine einfache Rech- 
nung ergibt nun, wieviel NaOH oder HCl zu der ganzen Bouillonmenge 
zugesetzt werden muB, um die gewiinschte Alkalinitaét zu erhalten. 

Es versteht sich von selbst, daB diese Methode viel genauer 
ist als die alte, wo man zuerst bis zum Phenolphthaleinumschlag 
alkalisiert und dann eine mehr oder weniger beliebige Menge 
Salzsiure zusetzt. Mit der modernen Methode kann man immer 
eine Bouillon mit genau derselben Wasserstoffionenkonzentration 
reproduzieren. 

Von der Bouillon wurden in groBe Glasflaschen je 51 gegossen 
und in 20 Minuten bei 108—110° C autoklaviert. 

Die Bouillon muB 24 Stunden stehen und abkiihlen und ist 
dann fertig zum Gebrauch. Die in solcher Weise bereitete Bouillon 
wird im folgenden als ,,ordinire** Bouillon bezeichnet. 

AuBer dieser Bouillon haben wir in besonderen Fillen andere 
Typen gebraucht. Eine derselben nennen wir ,,autolysierte* 
Bouillon und diese unterscheidet sich von der vorigen nur da- 
durch, daB das Kalbfleisch anstatt wihrend der Nacht im Eis- 
schrank zu stehen, im Thermostat bei 37° digeriert wird. Hierbei 
wird teils der Zucker vergoren, teils findet eine teilweise Autolyse 
statt, wodurch die Bouillon reicher an Aminostickstoff wird. 

Einen dritten Typ bezeichnen wir kurzweg als _ ,,Trypsin- 
bouillon’, welche zur Hilfte aus dinischer Bouillon besteht, 
wihrend die andere Hilfte ein Dekokt von mit Trypsin behandel- 
tem Kalbfleisch ist. 

Wie schon gesagt, haben wir jedoch vorwiegend die ordiniare 


Bouillon gebraucht. 
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Der Gehalt an Stickstoff in verschiedenen Formen kann sehr betracht- 
lich variieren. Wir haben in verschiedenen Bouillons sowohl den Total- 
stickstoff (nach Kjeldahl) als auch den Aminostickstoff (Formolmethode 
Sérensens) bestimmt. Die folgende Zusammenstellung zeigt die Zu- 
sammensetzung zweier dieser Bouillons. 


Total-N Amino-N EiweiB-N 
L 15%, {+t 
L 84° Spuren 


A. Ordinare Bouillon. . 2,1 
B. Trypsinbouillon. . . 2,1 


g 

g 

ec) Der EinfluB der Sterilisation auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Nahrsubstrates. 

Neuerdings ist der Frage, wie die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion eines Mediums sich bei Autoklavierung verindert, groBe Auf- 
merksamkeit geschenkt worden. Einige amerikanische Autoren, 
wie Mudge (1917) und Foster and Randal] (1921), haben dieses 
Problem ausfiihrlich behandelt und haben hervorgehoben, dab 
das Medium speziell bei Zuckerzusatz nach Sterilisierung saurer 
war. Da aber die Auffassung dieser Forscher von der Sache ein- 
seitig und das Problem von besonderer Wichtigkeit ist, wollen 
wir es hier naher er6rtern. 

Selbstredend spielen der Druck und die Temperatur bei der 
Autoklavierung eine groBe Rolle. Im folgenden beschrinken wir 
uns nur auf maBige Temperaturen und Drucke bis zu 120°C 
und 2 Atm. 

Wird das Medium bei Sterilisation saurer oder alkalischer ? 
Diese Frage laBt sich nicht eindeutig beantworten. Sie ist viel 
zu kompliziert. Wenn wir dariiber nachdenken, welche Faktoren 
hier einspielen kénnen, kénnen wir folgende ausfindig machen. 

A. Veriinderungen der Eiweibstoffe. 

B. Den Zuckergehalt. 

C. Das Gleichgewicht Kohlensiure-Bicarbonat-Carbonat. 

D. Das Alkali des GlasgefaBes. 

Was das letztere betrifft, so ist es wohlbekannt, da wenn 
man destilliertes Wasser von neutraler Reaktion in einem Glas- 
kolben kocht, es bald so alkalisch wird, da8 es Phenolphthalein 
firbt, d. h. das Wasser hydrolysiert das Natriumsilicat des Glases. 
Besonders wenn man neue GlasgefaBe anwendet, ist diese Wirkung 
betrachtlich, aber doch, wenn die GefaiBe alter und mehrmals ge- 
braucht worden sind, werden sie resistenzfihiger gegen Wasser. 


Man kénnte daher erwarten, daB aus diesem Grunde die Nahr- 
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substrate nach Sterilisation alkalischer werden sollten. In der 
Praxis haben wir jedoch nur gut ausgekochte Flaschen und 
Retorten angewendet, und da auch die Autoklavierung bei so 
niedriger Temperatur und in so kurzer Zeit erfolgt ist, kénnen 
wir demnach diesen Faktor nahezu ganz beiseite lassen. 

Was die Verinderungen der EiweiBstoffe durch die Auto- 
klavierung betrifft, so ist die vornehmste, daB besonders in Lésun- 
gen alkalischer als py =7 eine Ausfillung stattfindet. Hier- 
durch wird Alkali frei und py steigt. Man kann auch denken, 
daB durch die Autoklavierung gewisse EiweiBstoffe zerfallen. 
Wie py sich dabei verandert, ist unméglich vorherzusagen. Wie 
Dernby (1917) gezeigt, hangt dies von den Werten der Dissozia- 
tionskonstanten der einzelnen Peptide und Aminosiuren ab. 
Wenn z. B. Glycylglycin, dessen Dissoziationskonstante K, = 3,3 
- 10~" in alkalischer Lésung zu Glykokoll, dessen K, = 1,05- 10° ° 
ist, gespaltet wird, wird die Reaktion sich sehr betriachtlich in 
alkalischer Richtung verindern. 

Doch wenn man die Sterilisierung bei méglichst niedriger 
Temperatur wahrend kurzer Zeit vornimmt, spielen die Ver- 
wandlungen der EiweiBstoffe nur eine untergeordnete Rolle be- 
treffs der Verinderungen der Wasserstoffionenkonzentration. 

Um so wichtiger sind die von vorhandenem Zucker her- 
riihrenden py-Verainderungen. Aus der Arbeit von Foster und 
Randall entnehmen wir folgende Zusammenstellung: 





a) b) c) d) e) f) g) 
Py vor Autoklavierung . . 5,8 6,9 6,5 (Po fe 8,1 8.6 
Py nach i i 5,9 6,2 6,9 7,3 7,8 8,4 








diesem Fall war das Fleisch etwas zuckerhaltig und 


In 
kein extra Zucker zugesetzt. Wenn dies der Fall ist, werden die 





Differenzen noch gréBer. Durch die Erhitzung wird der Zucker 
zum Teil gespalten und liefert Saiuren, die die Wasserstoffionen- 
konzentration erhédhen. Wenn daher Zucker im Nahrsubstrat 
vorhanden ist, kann man erwarten, dab py sinkt 

Aber auch das Entgegengesetzte kann eintreffen, besonders 
wenn kein oder nur sehr wenig Zucker vorhanden ist. Dies konnten 
wir in der erwahnten Arbeit iiber Diphtherietoxin von Dernby 
und David (1921) beobachten, wo wir mit autolysierter oder 


vergorener Bouillon arbeiteten. Folgende Zahlen beweisen dies: 
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Py-Veranderungen in autolysierter Bouillon. 
a) b) 


Py vor Sterilisierung. ........ 7,0 3 


Py Uunmittelbar nach Sterilisierung. . . 7,3 e 8,2 
7, 


Py 48 Stunden nach Sterilisierung . . 7,0 Be 

Hier haben wir also eine betrachtliche Erhéhung in py un- 
mittelbar nach der Autoklavierung, aber wenn die Kolben einige 
Tage bei Zimmertemperatur stehen bleiben, dann sinkt py 
wieder und die urspriinglichen Werte werden erreicht. 

Die Erklarung hierfiir ist wohl, daB bei Zimmertemperatur 
ein gewisses Gleichgewicht zwischen freier Kohlensiure, Bicarbo- 
nationen und Carbonationen besteht, woraus ein bestimmtes py 
resultiert. Bei der kraftigen Temperatursteigerung wihrend 
der Sterilisierung wird dieses Gleichgewicht verschoben, Kohlen- 
siure entweicht und die Reaktion wird daher alkalischer. Aber 
wenn die Fliissigkeit bei Zimmertemperatur steht, absorbiert sie 
allmihlich Kohlensiure aus der Luft und das alte Gleichgewicht 
wird wieder erreicht. 

Man sieht jedoch gleich, daB man in solchen speziellen Fallen 
das Nahrsubstrat nicht gleich nach der Sterilisierung anwenden 
kann, weil py zu hoch geworden ist. Es ist am sichersten, es erst 
zu inokulieren, nachdem es einige Tage gestanden hat. 

Aus obigem geht hervor, daB py nach Autoklavierung sowohl 
gréBer als kleiner sein kann. Mitunter ist es unmdéglich voraus- 
zusagen, welches der Fall sein wird. Es ist daher notwendig, die 
Wasserstoffionenkonzentration nicht nur vor der Sterilisation, 
sondern auch nach derselben genau zu justieren. Sollten die Ver- 
ainderungen zu groB werden, so kann man diese Justierung durch 
Zusatz von etwas steriler Salzsiure bzw. Natronlauge ausfiihren. 


d) Bestimmung des Wachstums der Tetanus- 

bacillen. 

Von der oben erwaihnten ordiniren Bouillon, mit der Modi- 
fikation, daB sie schwach autolysiert war, um den Zuckergehalt 
niederzubringen, wurden neun verschiedene Siatze gemacht, bei 
denen verschiedene Mengen Salzsiure oder Natronlauge zugesetzt 
wurden, um die gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration zu er- 
reichen. In Tabelle I ist eine solche Praparation angegeben. 

Wenn man Alkali hinzufiigt und autoklaviert, entsteht eine 
Triibung. Wir haben diese in der Weise beseitigt, daB wir eine 
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doppelte Sterilisation vorgenommen haben. Das erstemal bei 
ca. 112°, dann filtriert, und eine zweite Sterilisierung bei etwa 
105°. In gewohnliche sterile Reagensgliser wurden je 20 ccm 
Bouillon eingefillt. Wir erhielten so eine Anzahl Sitze in neun 
Reagensglisern, alle neun mit verschiedenem py, und in allen 
war die Fliissigkeit ganz hell und durchsichtig. 
Tabelle I. 
Zusammensetzung der Standardbouillonmischungen. 


10 ccm Bouillon -- N-NaOH oder HCl + Wasser = 11 cem. Schwach 
autolysierte Bouillon. 





PH 


eem n-NaOH~ cem n-HCl ecm H,O_— elektrometrisch 
gemessen 


0.60 0.40 3.67 

0.15 O.85 4.81] 

1,00 5,70 

0.05 0,95 5,35 
0,12 O88 U4 
0,20 0.80 44 
0,25 0,75 ;o2 
0,40 0,60 33 


0.80 0.20 70 


~- 


P-I-I-) 


x 


Selbstredend kann die Tabelle I nur als ein Beispiel an- 
gesehen werden, denn bei jeder neuen Stammbouillon mu man 
die Mengen von Salzsiure und Natronlauge wieder von neuem 
bestimmen. 

Das Wachstum der Tetanusbacillen wurde durch vergleichende 
Abschitzung der Triibung festgestellt. Anstatt der gewéhnlichen 
Zeichen +, +-++ usw. haben wir Zahlen benutzt, welche folgende 
Bedeutung haben: 

kein Wachstum, 
beginnendes Wachstum, 
spirliches Wachstum, 
gutes Wachstum, 
iippiges Wachstum. 

Allerdings ist die Methode subjektiv, aber man erhalt doch 
gute Vergleichsresultate. Sowohl die Grenzen wie das Optimum 
des Wachstums kénnen sehr scharf beobachtet werden. Man 
erhalt eine sehr deutliche ,,Wachstumskurve*, die graphisch re- 


produziert werden kann, wie dies einer von uns demonstriert hat 
(Dernby, 1921). 


i hag 
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e) Die Toxinpriifungen. 
Die Toxinpriifungen wurden in gewohnlicher Weise ausgefiihrt. 
Als Versuchstiere wurden weife Miause von ca. 15 g Gewicht an- 
gewendet und mit ?/199, 1/1900» 1/10 099 CCM USW. Subcutan inokuliert. 
Wenn eine Maus mit !/,9),cem eingespritzt, keine Zeichen von 
Tetanus zeigte, haben wir das Agens mit 0 Toxin bezeichnet. 


f) Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration. 

Wir haben der Hauptsache nach die colorimetrische Methode 
von Sérensen angewendet, um die Wasserstoffionenkonzentration 
zu bestimmen. Doch haben wir als Indicatoren diejenigen von 
Clark und Lubs hergestellt. Hier ist es unméglich auf Einzel- 
heiten einzugehen, wir verweisen vielmehr auf die ausgezeichnete 
Originalarbeit der genannten Forscher (siehe Clark und Lubs, 
1917), die Originalarbeit von Sérensen (Enzymstudien IT, 1909), 
Michaelis’ Monographie ,,Die Wasserstoffionenkonzentration, 
1914) und die Monographie von Clark (1920). 

Die Indikatoren waren folgende und haben einen sehr kleinen sog. 


,»,EiweiBfehler®: 
Py-Grenzen 


Thymoltieg .......... 13-82 
Brom-Phenolblau . ..... 2,8—4,6 
Methylrot ......... %4,4—-6,6 
Propylrot .-. 2. 0s... 68-64 
Brom-Cresolpurpur . ... . 5,2—6,8 
Brom-Thymolblau ..... 6,0—7,6 
PReeeet..... bs i ss « .  CB—84 
ee rma So. 
Cresolphthalein. ...... 8,2—9,8 


Die Standardlésungen waren die von Sérensen vorgeschlagenen: 


UES ue ae ee Oe a 
2. Natiomeoiwat . 2... tk ag os 
Be Mea ire eee ee ae ee 
4. NawPO, + 2H0.......08 6 Yes 
i PiRBOKNG kw econ ag os 
NEES Spice. es nice cake: te a i 


Um p, elektrometrisch zu bestimmen, bedienten wir uns einer genauen 
Kopie des Michaelisschen Apparats mit den von ihm angegebenen Elek- 
troden. Fiir die Bestimmungen von p, in den Tetanuskulturen haben wir 
nur selten die elektrometrische Methode benutzt, unseres Erachtens ist 
innerhalb des Gebietes p,, = 6 bis py = 8 (Neutralzone) die colorimetrische 


Methode mit den Clarkschen Indicatoren besser geeignet, um schnelle 
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und zuverlassige Resultate zu erhalten, wenn es sich um Bouillonkulturen 
handelt. Die elektrometrische Methode hat uns gedient, um die Standard- 
lésungen genau zu bestimmen. Man kann sicher sein, daB Differenzen von 
0,1 in py sehr deutlich wahrgenommen werden kénnen. 

In simtlichen Fallen, wo py in den Kulturen bestimmt werden soll, 
sind diese entweder gefarbt oder triibe oder beides zugleich. Aber wenn 
die Farbe oder Triibung nicht zu stark ist, kann dieser Umstand leicht 
eliminiert werden durch Anwendung eines ,,Komparators’ nach dem 
Walpoleschen Prinzip. Sind die Lésungen sehr gefirbt oder triibe, so 
kénnen sie mit destilliertem Wasser bis auf das 3- oder 4fache ihres Volumens 
verdiinnt werden, ohne daB p, sich betrichtlich veraindert (siehe Clark 
und Lubs). 

Abb. la gibt Walpoles Schema wieder und Abb. 1b einen Kom- 
parator, den wir mit sehr gutem Erfolg angewendet haben und bei dem 
reflektiertes anstatt durchfallendes Licht gebraucht wird. 


Man muB bei der Ausfiihrung von colorimetrischen py-Be- 
stimmungen stets daran denken, daB diese immer bei derselben 


Abb. 1a. Abb. 1b. 


Temperatur, Zimmertemperatur, vorgenommen werden sollen. 
Hat man z. B. eine Fliissigkeit, die bei 20° mit Phenolsulphon- 
phthalein py = 7,2 angibt und erwarmt dieselbe auf 50°, so wird 
die Indicatorfarbe ein py von etwa 7,6 angeben. Dies bedeutet 
nicht, daB py tatsichlich 7,6 ist, sondern daB die Dissoziations- 


konstante des Indicators sich mit der Temperatur so verandert 


hat, daB sie einen solchen Wert angibt. Man mu8 daher, bevor 
man die Priifung vornimmt, die Fliissigkeiten stets vorerst auf 
Zimmertemperatur abkiihlen. 


Ill. Das Wachstum der Tetanusbacillen in seiner Beziehung zur 
Wasserstoffionenkonzentration. 
a) Das Wachstum der Tetanusbacillen bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration. 
Die Frage, die zunichst zu studieren ist, ist die Beziehung 
zwischen Wachstum und Wasserstoffionenkonzentration. Wie 
gesagt, haben friihere Autoren geauBert, daB zwischen Wachstum 
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und Toxinproduktion kein bestimmtes Verhiltnis besteht. Es 
scheint im allgemeinen, als hitte man gefunden, dab es leichter 
ist, gutes Wachstum zu erhalten als gutes Toxin. Weiter hat man 
gefunden, daB sowohl Siuren als Basen auf das Wachstum ein- 
wirken. Die Tetanusbacillen scheinen am besten in neutraler 
oder schwach alkalischer Reaktion zu gedeihen. 

Mit Benutzung der in der Abteilung ,,Methodik“ angegebenen 
Methode haben wir hier die py-Grenzen und das py-Optimum 
fiir das Wachstum verschiedener Stimme von Tetanusbacillen 
untersucht. Die Ziichtung ist sowohl unter aeroben wie anaeroben 
3edingungen ausgefiihrt worden. In allen Fallen wurde ordinire, 
schwach autolysierte Stammbouillon angewendet. Ubrigens spre- 
chen die Tabellen II, III und IV, in denen die Resultate einiger 


soleher Versuche veranschaulicht werden, fiir sich selbst. 


Tabelle II. 
Optimales Wachstum der dinischen Bacillen. 


Aerobe Ziichtung. Schwach autolysierte Bouillon. Temp. 37 





PH Wachstumsgrad nach 


Im Anfang Nach 5 Tagen | 18 Stunden 2 Tage 3 Tage 5 Tage 


0 0 0 
0 0 1 
0 : 
0 
9 


D> Om oo 
U2 #= G0 J 


00 t=O 


9 
vo 


1 
0 
0 


00 00 a3 3 ISD 
D wo 





Tabelle ITI. 
Optimales Wachstum der dianischen Bacillen. 


Anaerobe Ziichtung. Schwach autolysierte Bouillon. Temp. 37° 





Pu Wachstumsgrad nach 


Im Anfang Nach 5 Tagen | 18 Stunden 2 Tage 8 Tage 5 Tage 


0 0 0 
Q 0 
O 
0 


hoe 
On me GO 
pm 
Ol ih Oo 
Con 


wo 
2 th 
a oi 
CO ih 
—_- SC 
non 


ON be 


“10 OR Os 
we bo 
CO He he oO 


2 
8 
3 
2 





oo-) 
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Tabelle IV. 
Optimales Wachstum der englischen Bacillen. 
Aerobe Ziichtung. 


Schwach autolysierte Bouillon. Temp. 37 





Pu Wachstumsgrad nach 

™ Im Anfang Nach 8 Tagen | 24 Stunden 48 Stunden 4 Tage 6 Tage 
l 3,6 3,6 0 1) 0 0 
2 4.8 4.8 0 0 1 l 
S 5,7 5,6 1 2 3 4 
4 6,4 6,4 2 3 4 4 
5 7,0 7,0 3 4 4 + 
6 7,4 1,2 3 4 4 4 
7 7.8 7.6 21/, 4 4 4 
8 8.3 8,0 ) l 4 4 
9 8.7 8,7 0 0 0] 0 





Die Ziffern von Tabelle [V haben wir benutzt, um eine graphi- 
sche Darstellung von der Beziehung zwischen Wachstum und 
Wasserstoffionenkonzentration zu demonstrieren, und diese Dar- 


stellung liegt in Abb. 2 


| 
| 
j 
} 
| 
| 


vor. Als Abszisse ist Pu 


grad 
af 


7S 
uw 


gewahlt, als Ordinate der 


Wachstumsgrad. 


b&o 


SowohlausdenTabel- 


Wachstur7 


~ 


len als auch aus der Abb. 2 





oY 


geht hervor, da} die saure 


Abb. 2. 


\ Ly » » re = 
Grenze etwa um py = 5 


bis 5,5, die alkalische um py = 8,5 liegt. Das Optimum fallt 


in allen Fallen zwischen py = 7,0 und py = 7,6. 

Wenn wir den Tetanusbacillus mit anderen Mikroorganismen 
vergleichen (siehe Dernby, 1921), geht hervor, daB er in einer 
geraden breiten Zone der Wasserstoffionenkonzentration wichst 
und in dieser Hinsicht B. subtilis und gewissen anaeroben Bak- 
terien, wie B. histolyticus, B. sporogenes usw. ihnelt. Dagegen 
unterscheidet er sich héchst bedeutend von B. diphtheria, Pneu- 
mokokkus u. a. pathogenen Mikroorganismen, welche nur in einer 
sehr engen Zone der Wasserstoffionenkonzentration leben kénnen. 

Die verschiedenen Stimme, sowohl die englischen als auch 
die dinischen haben sich ahnlich so verhalten. 

Aus dem Vorstehenden geht hervor, daB lediglich um gutes 
Wachstum zu erhalten, die Wasserstoffionenkonzentration des 
Substrates nicht allzu streng kontrolliert zu werden braucht, aber 


es ist nicht das Wachstum sondern die Toxinbildung, welche die 
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Hauptsache ist, und wie diese letztere sich zur Wasserstoffionen- 
konzentration verhalt, wird im nachsten Abschnitt gezeigt. 


b) Die Veranderungen der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion des Substrates durch die Tetanusbacillen. 
Viele Mikroorganismen haben die Fiahigkeit Zuckerarten zu 

vergiren, bei welchem ProzeB Siuren entstehen, d. h. die Wasser- 

stoffionenkonzentration erhéht wird. 

Wie v. Eisler und Pribram nach den meisten Autoren 
angeben, sollen Traubenzucker oder andere Zuckerarten sehr 
giinstig fiir das Wachstum sein. 

Wir haben nachstehend einige Versuche gemacht, um die 
Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration sowohl in zucker- 
freien wie in zuckerhaltigen Substraten zu verfolgen. 

Die Tabelle V zeigt einen Versuch, wo wir autolysierte zucker- 
freie Bouillon angewendet haben. Das Wachstum war gut aber 
doch nicht so tippig wie in der zuckerhaltigen Bouillon. 


Tabelle V. 
Veriinderungen des py in autolysierter Bouillon. 
Aerobe Ziichtung. Diinische Bazillen. Temperatur 37°. 





Versuchsdauer Pu Wachstumsgrad 





Im Anfang 
10 Std. 
20 ” 
2 Tage 
a 4, 
8 ” 
12 ,, 
Tabelle V zeigt, daB in zuckerfreien Nahrlésungen fast gar 
keine Veranderung in der Wasserstoffionenkonzentration eintrat. 


In Tabelle VI haben wir dieselbe Bouillon angewendet, aber mit 


Tabelle VI. 
Verainderungen des py in autolysierter Bouillon + — 0,5°% Glucose. 


~1 at ay = an- 
em be me OT Ot Or 


3 





Aerobe Ziichtung. Danische Bacillen. Temp. 37°. 





Versuchsdauer Pu Wachstumsgrad 





Im Anfang 
10 Std. 

>: alae 
2 Tage 


wwenmee | 
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Zusatz von 0,5% Glykose. Das Wachstum ist hier ungefahr 
dasselbe wie im vorigen Fall, aber die Wasserstoffionenkonzen- 
tration ist bedeutend mehr verindert. Nach 2 Tagen ist hier 
Pu = 6,8 geworden, und dann auf dem Endwert py = 6,6 stehen 
geblieben. 

Tabelle VII zeigt einen ahnlichen Versuch, wo gewohnliche, 
frisch zubereitete ordinaire Bouillon angewendet wurde. Diese 
enthalt ja geringe Mengen Zucker. Auch hier sieht man, daB die 
Wasserstoffionenkonzentration waihrend des Wachstums erheblich 
erhéht worden ist. 

Tabelle VII. 
Verainderungen des py in ordiniirer nicht autolysierter Bouillon. 


Aerobe Ziichtung. Englische Bacillen. Temp. 37°. 





Wachstumsgrad 


Versuchsdauer Py 


Im Anfang 7,9 
20 Std. 7,8 
2 Tage 7,0 
: 6,8 
o: 6.8 
w x 6,8 


Tabelle VIII zeigt eine Zusammenstellung der Resultate bei 
einigen in groBem Mafstab ausgefiihrten Versuchen. 
Tabelle VIII. 


Py -Veranderungen in verschiedener Bouillons. 





Pu 


Bouillon ‘ciel 
Im Anfang Nach 12 Tagen 





Ord. 7,6 7,0 
" 8,0 | 6,7 
‘ 7,6 ca. 5 
Trypsin 8,1 7,3 
Trypsin + —0,1°/, Glykose 8,1 6,9 


8,0 6,2 





n ’ 

Diese Tabelle VIII zeigt, daB in den meisten Fallen die 
Bouillon saurer wird, und zwar in gewissen Fallen héchst be- 
deutend. Mitunter ist das Substrat so sauer geworden wie etwa 
Py = 5. 

Wir sind also berechtigt zu sagen, daB die Tetanusbacillen 
in zuckerhaltigen Substraten die Wasserstoffionenkonzentration 
erhéhen. Wir haben keinen wesentlichen Unterschied in diesem 
Verhaltnis bei aerober und anaerober Ziichtung gefunden. 
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Kinige Autoren geben an, daB sich wahrend des Wachstums 
betrachtliche Mengen von Basen bilden. Das ist médglich, 
allerdings haben wir wihrend der ersten 14 Tage nie eine erhéhte 
Alkalinitat beobachtet. Nur in sehr alten Kulturen (mehr als 
4 Wochen alt) haben wir eine Alkalinitét von py = 8 oder mehr 
gefunden. Dies beruht wohl wahrscheinlich auf dem autolytischen 
Zerfall der Bacillen und der Spaltung von Eiweibstoffen der 
Bouillon durch die freigewordenen proteolytischen Enzyme. 

Dies Verhiltnis bemerkt man noch deutlicher und schneller 
bei B. proteus oder B. subtilis. Ist das Ausgangs-py_ = 7,5, so 
sinkt es in den ersten Tagen auf etwa py = 7,0, aber gleichzeitig 
damit, daB die Bakterien zerfallen, steigt py und ist nach einigen 
Tagen die Alkalinitét etwa py = 8—9 geworden. 

Es ist eine seit lange bekannte Tatsache, daB Tetanusbacillen 
Gelatine nur langsam verfliissigen. Wir haben einige Versuche 
iiber die proteolytische Gruppe dieser Bacillen gemacht, und wenn 
diese auch nachweisbar sind, zeigen sie doch auBerordentlich 
schwache proteolytische Wirkungen. Bei Tetanusbacillen haben 
wir keine solche eiweiBspaltenden Fermente, wie es der Fall mit 
z. B. B. subtilis oder B. proteus ist. 


c) Die Einwirkung von Phosphationen auf das Wachs- 
tum der Tetanusbacillen. 


Kine Methode, um die Wasserstoffionenkonzentration in bio- 
logischen Fliissigkeiten konstant zu halten, ist, sogenannte Puffer- 
mischungen zuzusetzen, so z. B. Phosphatlésungen, wie sie beim 
Studium der Pneumokokken und der Diphtheriebacillen (Der nb y 
und Avery (1918), Dernby und David (1921) angewendet 
wurden. 

Aber eine Bedingung ist selbstredend, daB die Phosphat- 
lésungen nicht auf das Wachstum der Tetanusbacillen einwirken 
diirfen. In Tabelle IX sind einige Resultate angegeben, wo ver- 
schiedene Phosphatkonzentrationen angewendet worden sind. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB auch relativ maBige 
Konzentrationen von Phosphaten das Wachstum hemmen. Und 
um eine gute Pufferwirkung zu erzielen, muB man eine Konzen- 
tration von mindestens 0,1 m haben. Daher scheint es nicht 
zweckmiabig, beim Studium der Tetanusbacillen mit Phosphat- 


puffern zu arbeiten, und wir haben dies auch vermieden. 
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Tabelle IX. 
EinfluB von Phosphationen auf das Wachstum der Tetanusbacillen. 


Danische Bacillen. p, = 7,6. Temp. 37°. 





Phosphatkonzen- Wachstumsgrad nach Tagen 


tration in Mol. 1] 2 5 


Ohne Phosphat 0 
0.05 0 
0,1 
0,2 U 
0,5 0 


[V. Die Stabilitat des Tetanustoxins in bezug auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 

Im vorhergehenden Abschnitt haben wir das Wachstum der 
Tetanusbacillen bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration 
studiert, und dabei gefunden, das das Optimum ziemlich breit ist. 
Aber es ist eine schon lange bekannte Tatsache, daB gutes Wachs- 


tum nicht mit guter Toxinbildung parallel geht. Wir wollten nun 


die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Toxinbildung 


ermitteln, und der direkte Weg wiire derselbe, den wir friiher 
betreten haben, um das Diphtherietoxin zu studieren (Dernby 
und David, 1921), d.h. Tetanusbacillen in derselben Bouillon, 
wo nur die Wasserstoffionenkonzentration variiert worden ist, zu 
kultivieren, und nach gewissen Zeiten Proben zu entnehmen, um 
den Toxingehalt zu bestimmen. In der Tat haben wir mehrere 
solche Reihen versucht, aber auf Grund der bereits erwaihnten 
Schwierigkeiten, der Unmdéglichkeit die Wasserstoffionenkonzen- 
tration konstant zu erhalten, der ,,Unberechenbarkeit der Ba- 
cillen usw., haben wir keine einwandfreien eindeutigen Resultate 
erzielt, die wert waren publiziert zu werden. 

Das Problem ist: Bei welcher Wasserstoffionenkonzentration 
bekommt man das stirkste Toxin und nach welcher Zeit? Oder 
mit anderen Worten, in welcher Zone der Wasserstoffionen- 
konzentration ist das Toxin stabil unter denselben Bedingungen, 
wie wenn das Toxin in der Praxis, d. h. bei 37° und im dunklen 
Zimmer, dargestellt wird? 

Um dieses Problem klarzulegen miiBten wir einen indirekten 
Weg einschlagen und von bereits fertigem, starkem Toxin aus- 


gehen. 
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Es ist eine altbekannte Tatsache, daB viele Faktoren das 
Toxin zerstéren. Vor allem wirken oxydierende Substanzen und 
das Sonnenlicht zerstérend, wie Behring (1900), Sieber (1901) 
und Loewenstein (1903) gezeigt haben. Aber diese Phasen des 
Problems werden hier véllig auBer Betracht gelassen und wir 
wenden uns ausschlieBlich dem Einflu8 der Wasserstoffionenkonzen- 
tration zu. Schon Kitasato (1891) und Fermi und Pernossi 
haben ausgesprochen, daf§ sowohl Sauren als Alkalien das Toxin 
schwiachen oder zerstéren, am stirksten jedoch Saiuren. Saure Reak- 
tion wird iiberhaupt als schidlich fiir die Toxinbildung angesehen. 

Unseres Wissens sind jedoch keine neueren Arbeiten ver- 
offentlicht, wo man die Stabilitaét in bezug auf Wasserstoffionen- 
konzentration studiert hat. 

Es versteht sich von selbst, daB die Wasserstoffionenkon- 
zentration nicht der einzige Faktor ist, der die Toxinbildung 
bestimmt, aber dennoch mu er als einer der allerwichtigsten 
angesehen werden. Man kénnte denken, da8 sich in irgendeiner 
Bouillon, die miBgliickt war, irgendwelche andere Stoffe gebildet 
hatten, welche das Toxin zerstéren. Um dies in einfacher Weise 
festzustellen, haben wir folgenden Kontrollversuch gemacht. 

Zu einem schon fertigen starken Toxin wurde alte Bouillon 
zugesetzt, welche kein Toxin gegeben hatte. Diese alten Kulturen 
waren mit englischen Stémmen inokuliert und hatten 13 Tage 
gestanden. py vor der Aussaat 8,2, nachher auf py = 5,8 ge- 
sunken. Diese Bouillon wurde durch Papier und Berkefeldfilter 
filtriert und steril aufbewahrt. Zu 1 ccm Probetoxin, welches 
Pu = 7,8 aufwies, wurden in a) 9 cem Kochsalzlésung, in b) und c) 
zwei Proben von 9ccm atoxischer Bouillon, die zuvor alkalisiert und 
auf py = 7,8 gesetzt waren, zugesetzt. Die Toxizitit dieser 
Mischungen wurde vorher gepriift, die Mischungen in Thermostaten 
von 37° eingestellt. Nach in Tabelle X angegebenen Zeiten 
wurden Toxinproben entnommen. 

Tabelle X zeigt deutlich, daB in diesen zwei Bouillons, 368 
und 369, keine spezielle toxinzerstérenden Substanzen vorhanden 
waren. Wenn sie nur alkalinisiert worden waren, haben sie das 
schon fertige Toxin ebensowenig wie die Kochsalzlésung beein- 
fluBt. Man kommt dann zu der SchluBfolgerung, daB wenn in 
diesen Bouillons Toxin vorhanden war, es durch die gebildeten 
Wasserstoffionen zerstért worden wire. 
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Tabelle X. 
Mischungen von atoxischen Bouillons mit gutem Toxin. 
a) 1 cem Toxin Nr. 199 + 9 ccm Kochsalzlésung, 
b) 1 cem Toxin + 9 cem Bouillon Nr. 368, 
c) 1 ecm Toxin + 9 cem Bouillon Nr. 369, 
d) 10 cem Bouillon 368 (atoxisch), 
e) 10 cem Bouillon 369 (atoxisch). 


Temp. 37°. py — 7,6. 





Maus tot nach Tagen 








Nr. Im Anfang (Kontrolle) 24 Stunden im Thermostat.| 5 Tage im Thermostat. 
0,01 ecm 0,001 eem 0,01 cem 0,001 ecem 0,01 ecm 0,001 cem 
1 | 2/, 8 2'/, 10 
2 2 4 ‘ 3 i) 2 8 
3 2 4 2"/5 
4 0 Tetanus 0 Tetanus] 0 Tetanus 0 Tetanus}0 Tetanus 
5 O Tetanus 0 Tetanus}0 Tetanus O Tetanus] 0 Tetanus 


Von groBer Bedeutung wird es daher sein, die Toleranz des 
Toxins bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen zu stu- 
dieren. In Tabelle XI und XII sind ein paar derartige Versuche 
angegeben. Die Versuche wurden teils mit einem Toxin Nr. 199, 
das mehr als 3 Jahre im Eisschrank gestanden hatte, und konstant 
an Starke war, teils mit einem neuen Toxin, Nr. 375, ausgefiihrt. 
Die Versuche wurden folgendermafen ausgefiihrt: Zuerst wurde 
ausprobiert, wieviel n-Alkali oder Saure zu 10 cem Toxin zugesetzt 
werden sollte, um eine gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration 
zu erhalten. Dann wurde in fiinf Probiergliser je 10 ccm Toxin 
und so viel Saéure oder Alkali gegossen, wie aus dem Versuch 
hervorging, und dann mit steriler Kochsalzlésung bis auf 12 ccm 
aufgefiillt. Die Siure und Natronlauge waren vorher sterilisiert. 
Die Reagenzréhrchen waren mit einer 1 cm dicken Schicht fliissigem 
Paraffinél versehen. Simtliche Manipulationen waren unter 
sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Die Reagenzgliser wurden im 
Dunkeln im Thermostat bei 37° aufgestellt. Nach den in der 
Tabelle angegebenen Zeiten wurde 1 ccm herausgenommen und 
Verdiinnungen auf 4/199, #/;999 UNA 1/19 999 gemacht, die alsdann in 
gewohnlicher Weise an weiBen Mausen gepriift wurden. 

In dem Versuch in Tabelle XI wurde die Wasserstoffionen- 
konzentration von py = 5,4 auf py = 8,5 variiert und die Toxizi- 
tat nach 24 Stunden im Thermostat gepriift. Das urspriingliche 


Toxin hatte py = 
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Tabelle XI. 
Optimales py fiir die Toxinstabilitat. 
10 cmm Toxin Nr. 199 + NaOH oder HCl + Wasser = 12 com. Unter 
Paraffinschicht aufbewahrt im Termostat bei 37°. Versuchsdauer 
20 Stunden. 





Maus tot nach Tagen 


0,01 ecm 0,001 cem 


O Tetanus 0 Tetanus 
») 


2 5 

?} Lebt noch 10 Tage, 
aber hat Tetanus 

8.5 21/, do. 


0 Tetanus bedeutet, da das Versuchstier keine Tetanussymptome zeigte. 


2 





Aus Tabelle XI geht hervor, daB siimtliche Miuse, sowohl 
die mit 0,01 als auch die mit 0,001 ccm eingespritzten starben 
oder schweren Tetanus bekamen, auBer in dem Falle, wo das 
Toxin bei einer Wasserstoffionenkonzentration von py = 5,4 vor- 
behandelt war. In diesem Falle scheint jede Spur von Giftigkeit 
zerstért zu sein. Es ist also deutlich, daB Saurereaktion das Toxin 
zerstort. In diesem Fall war die Zerstérungsgrenze auf der alkali- 
schen Seite nicht erreicht, aber man sieht deutlich, daB in den 
2 Fallen, wo py 8,0 und 8,5 betrug, das Toxin geschwicht war. 


Tabelle XII. 
Optimales py fiir die Toxinstabilitat. 


10 com Toxin Nr. 375 + NaOH oder HCl + Wasser = 12 ccm. 


Unter Paraffinschicht aufbewahrt im Thermostat bei 37°. 





Mau~« tot nach Tagen oder Stunden 


Kontrollprobe im Nach 2 Tagen im Nach 6 Tagen im Nach 16 Tagen im 
Anfang Thermostat Thermostat Thermostat 


0,01 0,001 | 0,0001 | 0,01 | 0,001 | 0,0001 | 0,01 | 0,001 | 0.0001 | 0,01 0,001 | 0,0001 
ecm ccm | ecm ecm ecm ecm ecm ecm ecm ecm ecm ecm 


0 Tet. 0 Tet.) 0 Tet. - _ _ — — — 
0 Tet. 0 Tet.) 0 Tet. | 0 Tet.| 0 Tet. O Tet. [0 Tet.' 0 Tet. | 0 Tet. 
12 St. 20 St. 8 1 l'/, 3 1 2 2/, 

12 St. 8 4 I'/, 4 6 1*/, 3 St. Tet. 
12 St. | 2'/, — 2"/, 6 (St. Tet.| 8 | St. Tet.| 0 Tet. 


0 Tet. 0 Tet.| 0 Tet. | 0 Tet. | 0 Tet. — 0 Tet. —_ = 


ao Ole De 














0 Tet.“ bedeutet, daS das Versuchstier keine Tetanussymptome zeigte. 
»St. Tet “ bedeutet, daB das Versuchstier noch am zehnten Tage lebte, 
aber doch starken Tetanus aufwies. 
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In Tabelle XII ist ein ahnlicher Versuch angegeben, wo ein 
neues Toxin gepriift worden ist. Ein gréSerer Abschnitt in py, 
von 4,5 bis 8,8 ist hier untersucht. Die Toxizitat wurde, auBer 
gleich zu Anfang, nach 2, 6 und 14 Tagen gepriift. 

Aus Tabelle XII geht mit aller Deutlichkeit sowohl die saure 
als auch die alkalische Grenze fiir die Zerstérung des Toxins 
hervor. Sowohl in dem Réhrchen, wo py 8,8 war, als auch in den- 
jenigen, wo py 4,5 und 5,2 betrug, ist das Toxin nach 2 Tagen 
fort. Das Stabilitaétsgebiet fiir das Toxin liegt also zwischen 
Pu = 6 und py = 8. 

Diese Zerst6rung des Toxins scheint ziemlich rasch, d. h. 
innerhalb ganz weniger Stunden zu erfolgen. Dagegen geht aus 
der Tabelle hervor, daB das Toxin bei py = 6,1 und py = 7,2 
sich waihrend der Zeit, welche der Versuch dauerte, namlich 
14 Tage, relativ unverindert an Starke gehalten hat. Bei py = 8,1 
ist das Toxin langsam geschwaicht worden. Es hat nach dem 
Versuch den Anschein, als ob die Zerstérungsgrenze auf der sauren 
Seite schirfer markiert ware als auf der alkalischen. 

Da diese saure Grenze auch praktisch von gréBerer Bedeutung 
ist als die alkalische, da die gewodhnlichste Ursache eines Mib- 
lingens der Kulturen die ist, daB die Reaktion zu sauer geworden 
ist, haben wir in Tabelle XIII einen Versuch relatiert, wo diese 
Grenze naher studiert worden ist. Hierbei wurde als Ausgangs- 
toxin das nimliche angewendet, das in Tabelle XII angegeben ist. 
Ein py-Abschnitt von py = 4,5 bis py = 5,9 wurde untersucht. 
Die Toxizitaét ist nach 5 Stunden und nach 2 Tagen gepriift. 

Tabelle XIII. 
Die Zerstérung des Toxins bei sauren Reabilien. 


10 ccm Toxin Nr. 375 +- HCl + Wasser = 12 ccm. 





Maus tot nach Tagen 

, ra Nach 6 8 e = — - 

Nr. Pu Im Anfang Kontrolle = h 5 Stunden Nach 8 Tagen im Thermostat 
im Thermostat 


0,01 cem 0,001 cem] 0,01 ecem 06,001 cem] 0,01 cem 0,001 cem 0,0001 cem 








1 4.5 O Tet. | O Tet. | O Tet. | O Tet. | O Tet. 
2 5,3 | 9 | 0 Tet. | O Tet. | O Tet. O Tet. O Tet. 
ioe _ 2 4 2/4 4 8 
4 6,0 | | 1*/, 3 2 2*/. 4 





Wenn py = 4,5 und 5,3 ist, ist das Toxin schon nach 5 Stun- 
den Behandlung im Thermostat bei 37° vernichtet, und in prak- 


tischer Hinsicht kann dies als eine momentane Zerstérung an- 
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gesehen werden. In den 2 anderen Fillen, wo pg = 5,7 und 6,0 
war, ist das Toxin nach 5 Stunden ein wenig und nach 2 Tagen 
mehr geschwicht. 

Nach diesen Versuchen kann man also sagen, daB die ab- 
solute Zerstérungsgrenze auf dem sauren Gebiet pg = 5,5 ist. 
Selbstredend mu bei praktischen Arbeiten diese Grenze als 
Pu = 6,0 gesetzt werden. Um Toxin in einer Bouillon erwarten 
zu kénnen, darf daher die Wasserstoffionenkonzentration nicht 
groBer sein als py = 6,0. 

Man kénnte in Frage stellen, ob diese Zerstérung absolut 
oder reversibel ist. Verschiedene Autoren haben diese Frage 
studiert, und sind zu dem Resultat gekommen, daB die Zerstérung 
irreversibel ist. In Tabelle XIV ist ein diesbeziiglicher Versuch 
angegeben, wo wir ein Toxin anwendeten, das urspriinglich ein 
Py Von 7,7 hatte, einen Teil davon zur Kontrolle in ein Reagenzglas 
fiillten, zu zwei anderen b) und c) so viel sterile Saure zusetzten, 
daB py = 5,1 wurde und alle drei Reagenzglaser in das Thermostat 
bei 37° einstellten. Nach 4 Stunden wurde das Roéhrchen ec durch 
Alkali neutralisiert und py wieder auf 7,7 gesetzt. Danach wurden 
die Réhrchen wieder 20 Stunden in das Thermostat gestellt und 
dann auf die Toxizitat gepriift. 


Tabelle XIV. 
Die irreversible Zerst6rung des Toxins. 
a) Toxin Nr. 375. Py, = 7,6, b) Dasselbe + HCl, py = 5,2. 4 Stunden 
im Thermostat bei 37° gestellt, c) Probe b aus Thermostat genommen 
nach 4 Stunden und durch Zusatz von NaOH wieder auf p, = 7,6 
gebracht. Im Thermostat wieder gestellt 20 Stunden vor Toxinpriifung. 





Maus gestorben nach Tage 
a b 


c 
0,01 ecm 9,001 eem | 0,01 ecm 0,001 cem | 0,01 ecm 0,001 cem 


i2 


"> 1 | 0 Tetanus 0 Tetanus lo Tetanus | 0 Tetanus 


Tabelle XIV zeigt deutlich, daB wihrend die Probe a un- 
geschwiichte Toxizitit zeigte, sowohl b als c ihr Toxin voll- 
stindig verloren hatten. Dieser Versuch bestitigt also die von 
friiheren Verfassern hervorgehobene Irreversibilitaét der Toxin- 
zerstorung. 

Die Stabilitat des Tetanustoxins kann auch graphisch dar- 


gestellt werden. Zu diesem Zweck haben wir die Zahlen aus 


als A 
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Tabelle XII genommen, welche sich auf 6 Tage Aufbewahrung 
im Thermostat bei 37° beziehen. (Siehe Abb. 3.) Als Abszisse 
ist py gewihlt, als Ordinate die inverse Todeszeit der Mause, 
wenn eine Todeszeit von 24 Stunden mit 1 bezeichnet wird. 


















40 ” Wachstumskurve eu 
48 
06 
o4 Toxins tabilitditskurve 
02 | | 

5 











Abb, 4. 


Zuletzt ist in Abb. 4 eine Zusammenstellung von der Wachs- 
tumskurve der Bacillen und der Stabilitaétskurve des Toxins ge- 
geben. 


V. Die Kontrollierung der Wasserstoffionenkonzentration bei Her- 
stellung von Tetanustoxin in groBem MaBstabe. 


Bei der Darstellung von Tetanustoxin in groBem Mafstabe 
hat sich oft gezeigt, da} in manchen Fallen die Kulturen, trotz 
guten Wachstums und typischen Tetanusgeruches, kein Toxin 
lieferten. Im Vorhergehenden war es auch vorgekommen, dal 
wihrend langer Perioden so gut wie jede Kultur miBlang. Wir 
hatten zuvor dieselbe Erfahrung gemacht bei der Darstellung 
von Diphtherietoxin. Vor der Kontrollierung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration kam es 6fter vor, dab nur ganz wenige von 
den gesiiten Kulturen Toxin lieferten (siche Dernby und David 
1921), aber nachdem wir seit August 1919 konsequent die Wasser- 
stoffionenkonzentration in simtlichen Kulturen reguliert haben, 
ist waihrend dieser 2 Jahre nicht eine einzige Kultur fehlgeschlagen. 

In Analogie hiermit kénnte man méglicherweise denken, da} 
eine konsequente Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkon- 
zentration auch bei Tetanuskulturen zu einer konstanten Toxin- 
bildung wiirde fiihren kénnen. Doch mu nochmals _ hervor- 
gehoben werden, was bereits in der Einleitung betont worden ist, 
daB noch mancherlei andere Faktoren denkbar sind, die auf die 
Toxinbildung einwirken kénnen. 

Welche SchluBfolgerungen kénnen wir aus den Unter- 
suchungen ziehen, die im vorhergehenden Kapitel in bezug auf 
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den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Toxin- 
bildung besprochen wurden? Erstens ist es klar, dab die Tetanus- 
bacillen sehr wohl bei einer Wasserstoffionenkonzentration leben 
kénnen, wo das Toxin nicht haltbar ist. Die Grenzen fiir diese 
Haltbarkeit des Toxins haben wir nachgewiesen, und hieraus 
kénnen wir die wichtige SchluBfolgerung ziehen, daB es ein ab- 


solut unweigerliches Erfordernis ist, daB die Wasserstoffionen- 


konzentration in der Bouillon nicht gréBer sein darf als ent- 
sprechend py = 5,5. Es gilt demnach, darauf zu achten, daB die 
Kulturen nicht so sauer werden, wie dieser Wert angibt, und 
natiirlich darf man in der Praxis nicht bis zum Grenzwert gehen. 
sondern muB sich an py = 6 als Minimum halten. 

Nun haben wir zuvor gezeigt, daB die Tetanusbacillen nicht 
gern in absolut zuckerfreier Bouillon wachsen. Im Gegenteil 
scheint ein extra Zuckerzusatz das Wachstum zu férdern. Und 
in zuckerhaltigen Bouillons pflegt fast immer py wahrend des 


Wachstums zu sinken. 


Tabelle XV. 




















Resultate aus der Herstellung von Toxin im groBen MaBstabe. 
Im Thermostat bei 37°. Toxin gepriift nach 12—14 Tagen. 
Py Toxizitat. 
Dis Ziichtungs- Ba- Minimale 
- 9g paring een aillen Im Nach tédliche set aceite 
Anfang 14 Tagen Dose 
1 330 | Aerob. Ord. D. 7,9 6,3 0 Toxin 
2) 336 Anaer. " D. 7,6 6.6 iis 
3 | 337 - ee D. 7,6 6.8 0 
4) 362 e * E. 8,2 5,0 0 
5 364 a % E. 8,1 5,0 0 
6 365 5 E. 8,1 5,0 0 
7 370 .; E. 8,2 7,6 0 +) ee 
8) 371 : s EB. | 82 | 75 |0 | perc 
9) 372 fi Trypsin Ef a2] ta fo 5 fy Wackstum 
10, 338 . Ord. D. 7,8 7,2 0,0001 
11} 339 * Tryps. + D. 8,2 7,0 0,001 
0,1°/, Glykose 
12) 340 - Trypsin D. 8,2 7.5 0,0001 
13 373 | Aerob. | Tryps. c. 8,2 12 0,0001 
0,1% Glykose 
14. 374 Anaer. Dsgl. E. 8,2 7,0 0,0001 
15) 382 a Ord. EK. 8,1 7,0 0,0001 
16 383 E. 8,1 7,0 0,0001 Sa ialinteds 
17, 375 E. | 8.2 | 80 | 0,0001 |) ‘Tach 2 Tage, 
18 376 Fe Ps D. Bs } BO 0,0001 wenn py ca. 5,5 4 
19 381 : ‘ E. | 80 | 380 | 00001 |) war 
i 
/ 
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Dies durch Pufferzusatz zu verhindern, ist auch nach unseren 
Untersuchungen nicht mdéglich, da die Bacillen eine fiir ihren 
Zweck hinreichend hohe Konzentration nicht vertragen' kénnen. 

Daher sind wir bei einem einfacheren Verfahren stehen ge- 
blieben, nimlich wahrend des Verlaufes der Inkubationszeit die 
Wasserstoffionenkonzentration zu kontrollieren und wenn py zu 
viel gesunken ist, eine erneuerte Alkalinisierung vorzunehmen, 
was unten besprochen wird. 

In Tabelle XV geben wir eine Zusammenstellung von einigen 
der gewonnenen Resultate bei der Herstellung von Tetanustoxin 
in groBem MaBstabe, sowohl Kulturen, die Toxin geliefert haben, 
als auch solche, die fehlgeschlagen sind. Fast simtliche Kulturen 
sind am 12. bis 14. Tage nach der Aussaat zur Toxinpriifung 
genommen. ,,Anaer.** bedeutet anaerobe, ,,Aerob.** aerobe Ziich- 
tung. Die ordinire, nach der in Abschnitt Il angegebenen Me- 
thode bereitete, Bouillon ist mit ,,Ord.”, die trypsinbehandelte 
mit ,,Trypsin bezeichnet. Die Starke des Toxins ist in .,mini- 
maler letaler Dosis‘* gemessen, d. h. der kleinste Teil eines Kubik- 
zentimeters, der erforderlich ist, eine weibe Maus zu téten. Wenn 
kein Toxin gefunden wurde, haben wir dies durch 0 Toxin aus- 
gedriickt. 

In Nr. 1—9 sind solche Kulturen aufgenommen, die kein 
Toxin abgegeben haben. In einigen derselben ist py so stark 
gesunken wie bis py = 5. Dagegen hat sich in einigen Fallen, 
trotzdem die Reaktion immer noch alkalisch ist, dennoch kein 
Toxin gebildet. In diesen Fallen glauben wir hierbei bemerkt zu 
haben, daB die Tetanusbacillen nur sparlich gewachsen sind. 

Doch haben wir auch bisweilen gefunden, da® trotzdem das 
Wachstum gut war und die Reaktion alkalisch, kein Toxin ge- 
bildet war; sowohl unter Anwendung von einem einzigen Stamm 
als auch Mischungen von verschiedenen, welche alle als gute 
Toxinbilder bekannt waren. 

In Nr. 10—21 sind Kulturen angegeben, die Toxin geliefert 
haben. Zu beachten ist, daB sowohl ordinare als auch Trypsin- 
bouillon Toxin gegeben hat und zwar sowohl unter aeroben als 
anaeroben Bedingungen. Sowohl dinische wie englische Stamme 
haben Toxin gegeben. Was das Interessanteste ist, ist daB in 
simtlichen Fallen der Endwert des py alkalisch oder neutral ist. 
Wir haben nie beobachtet, da brauchbares Toxin gebildet war, 


18* 
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wenn der Endwert niedriger als pq = 6,8 ist. Nach den Resul- 
taten in Abschnitt IV, iiber die Stabilitatszone des Tetanustoxins, 
sollte man glauben, daB das Toxin auch sehr wohl in einer py-Zone 
von 5,8 bis 6,8 gebildet werden kénnte. Das praktische Resultat 
deckt sich ‘daher nicht véllig mit dem theoretisch erwarteten. 
Méglicherweise kénne dies auch der Fall sein, wenngleich wir seit- 
her niemals eine gute Toxinbildung beobachtet haben, wenn das 
End-py niedriger als 6,8 gewesen ist. 

Selbst wenn der Satz, daB falls das End-py gréBer als 6,8 ist, To- 
xin erwartet werden kann, nicht unbedingt stichhaltig ist, scheint die 
Umkehrung: wenn man fiir Immunisierung geniigend starkes Toxin 
bekommt, ist der End-pg-Wert niemals sauer, ziemlich zutreffend. 

Daher sind wir bei der Methode stehen geblieben, nach 2 Tagen 
nach der Aussaat, wenn, wie in Abschnitt IIT gezeigt ist, pq seinen 
Minimalwert schon erreicht hat, eine Probe herauszunehmen, 
Py darin zu bestimmen, und wenn sich dann herausstellt, daB 
Py < 7,0 ist, bestimmen wir, wieviel Natriumhydroxyd zugesetzt 
werden soll, um py auf 7,5 bis 8,0 zu bringen. Die berechnete 
Menge steriles Natriumhydroxyd wird vorsichtig und steril zur 
Kultur gegeben, und dann muB diese weitere 10—12 Tage stehen, 
bevor die Toxinpriifung erfolgt. DaB py wieder sinken sollte, 
braucht man nicht zu befiirchten. 

In der Tabelle XV haben wir in Nr. 19, 20 und 21 Beispiele 
von dergleichen erneuten Alkalinisierungen, und sie haben alle 
guten Erfolg gezeigt. 

Um ein endgiiltiges Urteil tiber die Zuverlissigkeit dieser 
Realkalinisierungsmethode fallen zu kénnen, sind natiirlich Be- 
obachtungen wihrend einer langen Zeit von in groBem Mafstabe 
ausgefiihrten Kulturen erforderlich. Doch glauben wir schon jetzt 
sagen zu kénnen, da die Methode besonders vielversprechend ist, 
und selbst wenn dieselbe Prizision wie bei der Darstellung von 
Diphtherietoxin nicht sollte erreicht werden kénnen, diirfte das 
Resultat doch bedeutend besser werden, als wenn man nach wie 
vor die Kulturversuche ausfiihrt ohne auf die Wasserstoffionen- 
konzentration und ihre Verinderungen achtzugeben. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Tetanusbacillen kénnen sich in einer verhaltnismabig 
breiten Zone der Wasserstoffionenkonzentration, py = 5 bis 








H-Ionenkonzentrat. a. Wachstum u. Toxinbildung d. Tetanusbacillen. 27] 


Py = 8,5 entwickeln. Das Wachstumsoptimum fallt zwischen 


Pu = 7 bis 7,6. 

2. Die Stabilitatszone des Tetanustoxins ist enger als die 
des Wachstums und liegt zwischen py = 5,8 und py = 8. Bei 
niedrigerem py-Werte als 5,8 (also im sauren Gebiet) stellt sich 
eine vollstandige, irreversible und sehr rasche Zerstérung des 
Toxins ein. Bei einem py hoher als 7,5 vollfiihrt sich die Zer- 
storung mehr allmahlich. Das Stabilitaétsoptimum liegt zwischen 
Py = 6,0 und py (po 

3. Bei der Herstellung des Tetanustoxins in groBem Mab- 
stabe ist streng darauf zu achten, daB das Medium nicht sauer 
wird (py nicht kleiner als 6,8). 

4. Das Ausgangs-py des Mediums soll 8 sein. Sollte bei 
einer nach 2 Tagen vorzunehmenden Priifung des Mediums das 
py niedriger als 6,8 sein, ist eine erneuerte Alkalinisierung ndotig. 

Zuletzt ist es uns eine Freude, dem Direktor des Laboratoriums 
Dr. Carl Kling, unseren Dank fiir die Anregung dieser Arbeit 


und das Interesse, das er daran genommen hat, auszusprechen. 
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Untersuchungen itiber den EinfluB des Calciummangels 
in der Nahrung auf den respiratorischen Grundumsatz. 


Von 
Fausto Pedotti. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1921.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Der Mineralstoffwechsel ist bisher um seiner selbst willen 
untersucht worden, das heiBt, man hat versucht, festzustellen, 
wieviel ein Lebewesen von den einzelnen Mineralien braucht, um 
gesund zu bleiben und, wenn es ein junges Tier ist, um zu wachsen. 
Man hat ferner untersucht, welche Erscheinungen im Gesamt- 
zustande des Tieres beobachtbar sind, wenn, soweit als es méglich 
ist, die Nahrung vollstiindig derjenigen Mineralien entbehrte, welche 
Gegenstand der jeweiligen Untersuchung waren. Im wesentlichen 
handelte es sich bei der Untersuchung iiber den Mineralstoff- 
wechsel um die Unentbehrlichkeit bestimmter anorganischer 
Nahrstoffe als Bausteine des Organismus. 

Die Untersuchungen betrafen namentlich Eisen, Calcium, 
Phosphor und Chlor. Bei allen diesen ist ihre Rolle als Baumaterial 
ohne weiteres klar, aber es muB auch an andere Gesichtspunkte 
gedacht werden als die bloBe Erhaltung des Kérperzustandes, wie 
die Tatsache des Wachstums, die Ausbildung der einzelnen Gewebe 
und ahnliches. Es mu8 auch daran gedacht werden, wie bei 
Mangel und UberschuB sich an einzelnen Mineralien die Funktionen 
des Kérpers abspielen. 

Seitdem durch die Arbeiten von Jacques Loeb das Pro- 
blem der Ionenwirkung im Organismus ein bedeutsames Kapitel 


biologischer Forschung geworden ist, miissen auch die Gesichts- 
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punkte, die dort sich eréffnet haben, auf die Untersuchungen 
angewandt werden, die sich mit den Stoffwechselwirkungen der 
einzelnen Mineralien befassen. 

Es gibt aber noch ein anderes Gebiet biologischer Forschung, 
welches neue Ausblicke auf die Fragestellungen der Bedeutung 
des Mineralstoffwechsels wirft. Das sind Erfahrungen aus der 
Lehre von der inneren Sekretion. Es sei hier daran erinnert, dab 
gewisse Experimentaleingriffe, die man an Driisen mit innerer 
Sekretion macht, in ihrem Symptomenbild eine gewisse Ahnlich- 
keit mit den Erscheinungen zeigen, die man bei Fehlen bestimmter 
Mineralbestandteile beobachten kann. Ich erinnere hier an die 
vielfach behauptete Ahnlichkeit der parathyreopriven Tetanie 
mit den Erscheinungen, die man bei wirklichem oder angeblichem 
Kalkmangel beobachten kann. Noch inniger fast sind die Be- 
ziehungen, welche zwischen innerer Sekretion und Mineralstoff- 
wechsel bestehen, bei der Lehre von der Milz, die einerseits eine 
Rolle als Organ mit innerer Sekretion und andererseits eine recht 
bedeutsame Rolle im Mineralstoffwechsel spielt. 

Die Gedankenginge, welche ich einleitend kurz skizziert habe 
regten dazu an, den Einflu8 des Mangels bestimmter Mineralien 
in der Nahrung auf den respiratorischen Grundumsatz zu unter- 
suchen, und ich habe, dieser Anregung folgend, auf Professor 
Ashers Rat den Einflu8 des Kalkmangels in der Nahrung auf 
den respiratorischen Umsatz untersucht. 

Die Wahl des respiratorischen Umsatzes als Mittel, um tiefer 
in das Verstindnis der Bedeutung einzelner Mineralien fiir den 
Organismus zu dringen, geschah aus verschiedenen Griinden: 

1. Ist der Grundumsatz der Ausdruck der energetischen 
Gesamtleistungen des ruhenden Organismus; die Leistungsfahig- 
keit der Zellen driickt sich in verhaltnismaBig leicht beobachtbarer 
Weise sehr gut im Grundumsatz aus. 

Ist der respiratorische Grundumsatz gerade diejenige 
Funktion, an welcher die Leistungen der Driisen mit innerer 
Sekretion sich so vielfach haben untersuchen lassen. 

Von den Mitteln, um beispielsweise die Rolle der Schilddriise 
oder der Hypophyse unter physiologischen Bedingungen im Or- 
ganismus beurteilen zu kénnen, gibt es wenige so geeignete und 
zuverlassige wie die Beurteilung des respiratorischen Grund- 


umsatzes. 
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Tabelle L. 





Gesamt-CaO- 
Menge in der : 
gegebenen Calorien- 
Nahrung zahl *) 
g g | BS 


CaO-Gehalt in Nahrungsmenge pro Tag 
100,0 Trockensubstanz und pro Tier j 


Feines Weikbrot . 0.0413 Getrockn. Weikbrot. 5,0 —0,002065 20,50 
Rindfleisch .. . . 0,0283 »  Rindfleisch 0,75 0,0002123 3,07 
Reine Margarine . 0.0098 | Margarine ......05  0,0000490 4,65 


*) nach Mohr, Stoffwechseluntersuchungen. 


Somit bekommt jedes Tier pro Tag und 100,0g Kérpergewicht 
0,00153 g CaO statt wie normal 0,0034 g (Albu und Neuberg, Mineral- 
stoffwechsel). Jedem Tiere kommen 18,81 Calorien pro 100,0 g Kérper- 
gewicht zu. 

Zur Ergiinzung des methodischen Teiles meiner Versuche habe ich 
noch hinzuzufiigen, da bei einem meiner beiden Versuchstiere, nachdem 
es hinreichend lange Zeit mit kalkarmer Nahrung ernahit worden war, 
diese ausgesetzt wurde, indem zur bisherigen Grundnahrung, die fiir den 
Bedarf des Tieres als notwendig ausgerechnete Calciummenge in Form von 
Calcium lacticum zugesetzt wurde, und spater habe ich dann eine gewéhn- 
liche Nahrung, bestehend aus grobem Brot, trockenem Rindfleisch, Kon- 
densmilch und Wasser gegeben. Das andere Tier wurde, als nach einer 
langeren Periode der calciumfreien Nahrung anscheinend ein gewisser 
Endzustand eingetreten war, getOtet, um einer genaueren pathologisch- 
anatomischen Untersuchung unterzogen zu werden, auf welche ich spiter 


eingehen werde. 
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Calciummangels der Nahrung auf den respiratorischen Grundumsatz. 279 
Tabelle IV. 
Rotgezeichnete Ratte. 


Mittelwerte. 


RQ = respiratorischer Quotient. CO, CO, in g pro kg u. Stunde. 
O, = Og in g pro kg u. Stunde. 





Vorversuche I—XIII | Versuche XV—XXVII_ Versuche XXIX—IL Gesamtabnahme 
geg. d. Vorversuche 


RQ = 0,76910110 0,7665186 0,73327 0,0357410 
CO,= 3,0544766 2,917061 2,4477 0,6067766 
Og = 2,8528066 2.766571 2.4265 0,4263066 


Blaugezeichnete Ratte. 





Vorversuche II—XIV | Versuche XVI—XXVIII_ Versuche XXX—XL| “esamtabnahme 
geg. d. Vorversuche 
RQ 0.775004 0,77239 0.729407 0.045597 
CO, = 3,2255428 2.736204 2.32443 0,9011128 
O, = 3.022003 2.569957 2.31601 0,705993 


Versuche XLU—LIEf RY 
(Calcium lactic..Zusatz) | 


COs 
Os 


Versuche LIN—LV { R@ 


. COs, 
(normale Nahrung) “4 


0,73157 
2.508886 
2.49153 
0.73206 
2.67916 


Oy = 2,658 


IV. Ergebnisse der Untersuchung. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen, die an zwei fiir 
derartige Versuche besonders geeigneten Tieren angestellt wurden, 
lassen sich kurz mitteilen, da ich alles wesentliche in zwei, alle 
Einzelheiten enthaltenden Tabellen und in einer zusammen- 
fassenden Generaltabelle niedergelegt habe. 


Tabelle II. (Rotgezeichnete Ratte.) 

Tabelle III. (Blaugezeichnete Ratte.) 
Tabelle IV. (Zusammenfassende Generaltabelle: Mittelwerte.) 
Ehe ich auf die stofiwechselphysiologisch interessanten Tat- 
sachen eingehe, sind ein paar Bemerkungen iiber das allgemeine 
Verhalten der Tiere wihrend der Stoffwechselversuche zu machen. 
Die Tiere verhielten sich waihrend der ganzen Versuchsdauer in der 
Respirationskammer sehr ruhig; da alle Versuche nach 18stiindigem Hunger 
angestellt wurden, geben die erhaltenen Werte tatsichlich den ungestérten 
Grundumsatz wieder. Eine gewisse Anderung der Tiere lieB sich erst nach 
lingerdauernder Ernaihrung mit calciumarmer Nahrung  beobachten; 
besonders in der Zeit, wo sie gleichzeitig Kalium erhielten. Die Tiere waren 
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im allgemeinen lebhafter, eine Beobachtung, welche wahrend ihres Aufent- 
haltes in ihren Kafigen auBerhalb der Respirationskammer gemacht werden 
konnte. 

In der Respirationskammer lieB sich bemerken, daB die Tiere viel 
mehr Fliissigkeit von sich gaben. 

Der Wassergehalt in der Kammer war gr6Ber als in anderen Versuchen. 

Diese Beobachtungen lassen sich am leichtesten deuten als Steigerung 
der Erregbarkeit der Tiere und insofern wiirden meine Versuche einen 
neuen Beitrag zu der behaupteten Erregbarkeitssteigerung infolge Calcium- 
mangel liefern. Die Erregbarkeitssteigerung wiirde sowohl die Muskulatur 
als auch autonome Gewebe betreffen. Wenn man aber auf Grund dieser 
Beobachtungen gewisse Erwartungen auf das Verhalten des Stoffwechsels 
kniipfen wiirde, so werden diese Erwartungen durch den tatsichlichen 
Ausfall meiner Versuche enttauscht. 

In der Vorperiode zeigt sich bei beiden Versuchstieren an- 
nihernd das gleiche Verhalten. Bei dem einen Tiere betrug die 
(O,-Ausscheidung pro kg und Stunde 3,05, bei dem andern 
3,23 g, der Sauerstoffverbrauch 2,85 bzw. 3,02 g. Im Verlaufe 
der liingerdauernden Periode der calciumarmen Ernahrung unter 
Zuhilfenahme der biologischen Entwertung des Calciums durch 
das Kalium trat nun eine fortschreitende Verminderung des 
Grundumsatzes auf. Bei dem einen Tier (rotgezeichnete Ratte) sank 
die CO,-Ausscheidung von 3,05 auf 2,45 g, bei der blaugezeich- 
neten Ratte von 3,23 auf 2,33 g, der Sauerstoffverbrauch auf 2,43 
bzw. 2,32 g pro kg Kérpergewicht und Stunde. (Siehe Tabelle V.) 

Es handelt sich also um eine ganz merkliche Abnahme in der 
GréBe des respiratorischen Grundumsatzes. Es sind GréBenwerte, 
wie sie etwa dem entsprechen, wie sie im Zustande der Unterwertig- 
keit der Schilddriise oder der Hypophyse zur Beobachtung gelangen. 

Ich bemerke, daB die Unterschiede in der Vor- und der Ver- 
suchsperiode viel gréBer sind als etwa individuelle Unterschiede, 
wie sie zwei verschiedene Tiere unter sonst gleichen Bedingungen 
zeigen kénnen. Ferner handelt es sich in meinen Versuchen um 


eine Verainderung in den quantitativen Verhaltnissen des Grund- 


umsatzes, nicht aber um solche qualitativer Art. Dafiir sprechen 
die Zahlenwerte des respiratorischen Quotienten. In der Vor- 
periode betrug derselbe 0,77 bzw. 0,78, in der eigentlichen Versuchs- 
periode 0,73 bzw. 0,73. Diese Unterschiede dieser Vor- und Versuchs- 
periode sind so auBerordentlich klein, daB man nicht mit der Behaup- 
tung fehlgehen wird, daB der Anteil von EiweiB, Fett und Kohlen- 
hydratenam Stoffwechsel in beiden Perioden der gleiche geblieben sei. 
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Wie ich schon oben erwaihnt habe, wurde bei dem zweiten 
Tiere (blaugezeichnete Ratte) zum SchluB der Nahrung Calcium 
in Form von Calcium lacticum zugesetzt und schlieBlich eine 
normale, das Calcium in den nétigen Mengen enthaltend, gegeben. 

Der Erfolg war, dafs der Grundumsatz wieder in die Héhe 
ging, allerdings erst nach laingerer Zeit, und es wurden auch nicht 
in der mir zur Verfiigung stehenden Zeit die urspriinglichen 
Werte wieder erreicht. SchlieBlich ist noch anzufiihren, daB das 
Koérpergewicht der Tiere wihrend der ganzen Versuchszeit die 
Tendenz hatte, etwas in die Héhe zu gehen; allerdings handelte 
es sich um nur kleine Betrage. Diese Tatsache spricht, meiner 
Meinung nach, entscheidend dafiir, daB die von mir gewihlte 
Nahrung in jeder Beziehung bis auf den Calciummangel eine 
zureichende war; andererseits sind die Zunahmen des Ké6rper- 
gewichtes von einem so kleinen Betrage, da} auf diese die Min- 
derung des Grundumsatzes nicht zuriickgefiihrt werden kann. 
Auch von den Temperaturverhialtnissen wiihrend meiner Versuche 
sind die Ergebnisse nicht abhiingig. Bekanntlich treten bei Ver- 
minderung der AuBentemperatur Erhéhungen des Grundumsatzes 
auf. Wahrend meiner Versuche war zeitweilig, wegen ungeniigen- 
der Heizung, die Temperatur des Versuchsraumes niedriger als 
in der Vorperiode; dieser Umstand hinderte aber nicht, daB unter 
dem EinfluB des Calciummangels der Grundumsatz sich weitet 
senkte. 

Als Hauptergebnis meiner Untersuchungsreihen mu die 
Minderung des Grundumsatzes bezeichnet werden. 

Diese Tatsache ist so klar, daB sie jede Méglichkeit aus- 
schlieBt, dem Calciummangel, wie er durch Entzug des Calciums 
in der Nahrung herbeigefiihrt werden kann, einen férdernden 
KinflufS auf den Stoffwechsel zuzuschreiben. Will man daran 
festhalten, daB die nervése Erregbarkeit durch Calciummangel 
gesteigert wird (Andeutungen, die hierauf hinzuweisen scheinen, 


habe ich selbst beobachtet und oben beschrieben), so hat doch 


diese Erregbarkcitssteigerung laut Aussage meiner Versuche keinen 


“influB auf den respiratorischen Stoffwechsel. 

Man kénnte natiirlich Hilfshypothesen ersinnen, um den 
Widerspruch zwischen nervéser Erregbarkeitssteigerung infolge 
Calciummangel und Stoffwechselverminderung in Einklang zu 


bringen, doch verzichte ich auf eine Mitteilung solcher Hilfs- 
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hypothesen, weil eine experimentelle Priifung derselben auBerhalb 
des Rahmens meiner Arbeit liegt. 

Die Verminderung des Stoffwechsels ist etwa von der gleichen 
GréBenordnung wie diejenige nach Entfernung der Schilddriise. 
Wir sehen demnach, da zwei anscheinend verschiedene Eingriffe, 
namentlich der Wegfall eines inneren Sekretes und der Mangel 
an einem Mineralbestandteil der Nahrung, symptomatisch nach 
dem Stoffwechsel beurteilt, zu dem gleichen Bilde fiihren kann. 

Der Gedanke, daB die Briicken, welche zwischen der Lehre 
von der inneren Sekretion und der Lehre von dem EinfluB von 
Ionen auf den funktionellen Zustand des Organismus vorhanden 
sind, einer Beriicksichtigung, wohl wert sind, gewinnt aus Er- 
gebnissen, wie sie meine Versuche gezeigt haben, eine Bedeutung. 
Man kénnte sogar daran denken, ob nicht Calciummangel in der 
Nahrung im ungiinstigen Sinne gewisse Driisen mit innerer 
Sekretion beeinfluBt, diese vielleicht friiher als irgendwelche 
andere Organe in dem Korper. Am ersten wird man natiirlich 
an die Schilddriise denken. Deswegen habe ich, als bei dem einen 
Tiere der Stoffwechsel seinen Tiefstand erreicht hatte, die Sektion 
ausgefiihrt. Herr Professor Dr. Wegelin, Direktor des Berni- 
schen Pathologisch-anatomischen Instituts, hatte die groBe Giite, 
folgenden Sektionsbefund mir mitzuteilen: 

,,Die in Serienschnitten untersuchte Schilddriise zeigt ganz 
normales Bild; ebenso die Epithelkérperchen. 

Die Knochen sind sehr hart und lassen sich ohne Entkalkung 
nicht schneiden. 

An den Extremititenknochen sind die Epiphysenlinien noch 
vorhanden, zeigen normale Beschaffenheit, ebenso zeigen die Gelenk- 
knorpel und der periostal gebildete Knochen nichts besonderes.** 

Aus dem Berichte ergibt sich, da} weder an der Thyreoidea 
noch an der Parathyreoidea irgendeine morphologisch konstatier- 
bare Veriinderung vorhanden war. 

Auch der Knochen erwies sich bei der mikroskopischen 
Untersuchung als normal. Leider habe ich versiumt, bei der 
Sektion die Hypophyse zu entnehmen, so daB ich dariiber keine 
Angabe machen kann. Insofern die Tiere waihrend der Versuchs- 
periode eine geringe Kérpergewichtszunahme aufwiesen, kénnte 
man an eine Insuffizienz der Hypophyse denken. Doch ist diese 


vorliufig eine reine Hypothese! 
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Eine andere Annahme, die gemacht werden kann, ist die 
einer kompensatorischen Abnahme des Stoffwechsels im Hinblick 
auf die erhéhte Nervenerregbarkeit infolge des Calciummangels. 
Ks lassen sich hier nur Probleme aufstellen, keine Lésungen brin- 
gen. Es bleibt aber als bedeutsame Tatsache, unabhingig von 
jeder Erklirung bestehen, das eine calciumarme, somit aber in 
jeder Beziehung zureichende Ernihrung den Grundumsatz er- 


heblich vermindern kann. 


Zusammengefabt 
ist der wesentliche Inhalt meiner Arbeit der nachfolgende: 

1. Es wurde Ratten eine calcitumarme Nahrung gegeben 
und das im Kérper vorhandene Calcium durch Kalium biologisch 
zu entwerten versucht; im tibrigen aber war die Nahrung in jeder 
Beziehung eine zureichende. 

2. An so ernihrten Tieren wurden respiratorische Stoff- 
wechselversuche angestellt, deren Ergebnis war, daB der Grund- 
umsatz unter dem EinfluB des Calciummangels sich erheblich 
verminderte. 

3. Die histologische Untersuchung ergab keine erkennbare 


Veriinderung an Thyreoidea, Parathyreoidea und Knochen. 
5 A . 
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Kin Beitrag zur Permeabilitét des Pflanzenplasmas fiir 
die Neutralsalze. 
IV. Mitteilung. 


Von 


Hugo Kahho (Dorpat, Estland). 
(Eingegangen am 26. Juli 1921.) 


Ich habe friiher!) gezeigt, daB die Giftwirkung der Neutral- 
salze auf das Pflanzenplasma der lyotropen Reihenfolge SO,» CNS 
nach zunimmt, wobei die Alkalisalze eine viel gréBere Aktivitat 
besitzen als die Erdalkalien. 

In den vorliegenden Versuchen wird iiber die Permeabilitats- 
verhaltnisse der Neutralsalze mit Bezugnahme auf die Gift- 
wirkung berichtet. 

Methodisches. 

Die Versuche wurden an jungen Wurzeln der gelben Lupine aus- 
gefiihrt. 

Die von Haage und Schmidt (Erfurt) bezogenen Samen wurden 
24—48 Stunden in destilliertem Wasser eingequollen und nachher in feuchten 
Sagespanen gezogen. 

Zu den Versuchen wurden 25—40 mm lange Hauptwurzeln verwendet. 
Vor dem Versuch wurden die Wurzeln 30 Min. in destilliertes Wasser gelegt. 

Zur Permeabilitaitsbestimmung wurde Lundegirdhs*) Gewebe- 
spannungsmethode angewandt. 

Eine abgeschnittene Wurzelspitze (ca. 1,0—1,5cm), auf welcher 
2 Marken mit KienruB (bzw. Tusche) angebracht sind — die eine gleich an 
der Spitze, die andere in der Entfernung von etwa 6 mm von der ersteren —, 
wird mittels einer diinnen Glasnadel in einer Schale in Wasser an einen 
Paraffinblock so befestigt, da das freie Ende der Wurzel auf einer Paraffin- 
unterlage liegt. Spiter, im Laufe der Arbeit, empfahl es sich, um die Wurzel 
streng in horizontaler Lage zu erhalten, statt der zweiten Paraffinstiitze 
neben dem Paraffinblock eine gleichhohe Glasplatte daneben zu legen, 


1) Diese Zeitschr. 120, 125, 1921; II. Mitt. 
2) K. Svenska Vet. Akad. Handl. 47, Nr. 3. 1911; vgl. StAlfeldt, 
ebenda 62, Nr. 1, 8.78. 1921; Delf, Ann. of Botany 30, 283. 1916. 
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auf welcher der Spitzenteil der Wurzel ruhte. Der Abstand zwischen den 
Marken wurde zuerst in Wasser wiederholt gemessen und dann das Wasser 
mit einer schwach hypertonischen Salzlésung vertauscht. 

Die Messungen wurden mittels eines Okularmikrometers — Okular I, 
Objektiv 1, Leitz ausgefiihrt. Es sei hier beispielsweise eine Mcssung 
vorgefiihrt. Eine Wurzelspitze in KCl 0,22 Mol zeigte folgende Werte in 


Mikrometerstrichen: 


Zeit in Minuten 0 3 6 8 32 60 
Mikrometerstriche 135 126 120 120 123 125 


Verkiirzung — K = 11,119; Ausdehnung — D = 3,70. 


Der Abstand zwischen den Marken auf der Wurzel betrigt urspriing- 
lich in Wasser 135 Mikrometerstriche. In KCl-Lésung tritt eine Verkiirzung 
ein, die nach 6 Minuten das Maximum erreicht (15 Mikrometerstriche 

11,11°,). Nach 8 Minuten beginnt die Wiederausdehnung, die nach 
60 Minuten vom Beginn des Versuches 5 Mikrometerstriche (— 3,70°4 der 
beobachteten Linge) erlangt. 

Es ist begreiflich, daB je gréBer die Hypertonie einer Lésung ist, desto 
linger die Zeit zwischen dem Moment, wo die maximale Verkiirzung er- 
reicht wird und dem Beginn der Wiederausdehnung wird. In stark hyper- 
tonischen Lésungen wird das Plasma von der Zellwand vollig abgehoben, 
was auBerlich dadurch in Erscheinung tritt, daB die Lange der markierten 
Stelle der Wurzel nach der maximalen Verkiirzung lange Zeit unverandert 
bleibt. Infolgedessen sind bei diesen Versuchen nur schwach hypertonische 
Lésungen angewandt, d. h. solche, bei denen die erwihnte Zwischenzeit 
nur wenige Minuten dauert und der Plasmaschlauch vermutlich von der 
Zellwand nicht abgehoben') und die organische Verbindung der Plasma- 
oberflachenschichten mit der Zellwand nicht zerstért wird?). Ferner ist 
es von groBer Wichtigkeit, den Wendepunkt von der Kontraktion zur 
Expansion der Wurzeln exakt zu bestimmen. Dazu wurden die Versuchs- 
objekte stets solange kontinuierlich beobachtet, bis dieser Punkt erreicht 
war, und danach wurden die Messungen in gréBeren Zeitabschnitten (5 bis 
10 Minuten) gemacht, da die Wiederausdehnung der Wurzeln ziemlich 
gleichmaBig vor sich ging. 

Bei allen Versuchen sind isotonische Lésungen der Salze (Merck, 
pro Analysi; Lésungen volumnormal) angewandt. 

Fiir die Mehrzahl der Salze wurden die isotonischen Lésungen nach 
den Fittingschen Koeffizienten berechnet*). Fiir NaJ und NaBr wurde 
der isotonische Koeffizient dem des NaNO, gleich angenommen. 

Da reine Neutralsalzlésungen mehr oder weniger giftig sind, so habe 
ich die Versuche nur eine Stunde dauern lassen und nach der Beendigung 
eines jeden Versuches die Wurzeln auf die Ausdehnungsfahigkeit in Wasser 


gepriift, um sicher zu sein, da$ die Zellen noch lebend waren. 


1) Vgl. Lundegardh, 1. c. 8. 120. 
2) Vel. Hansteen-Cranner, Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 37, 380. 1919. 


3) Jahrb. f. wiss. Botan. 57, 553. 1917. 
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Bei der naiheren Untersuchung zeigte sich, dab. gewisse auBere Be- 
dingungen schon bei der Aufzucht der Wurzeln einen viel gréBeren EinfluB 
auf die Permeabilitaét derselben ausiiben als man hatte erwarten kénnen. 
Eine etwas zu grobe oder zu geringe Feuchtigkeit der Sagespaine, Schwan- 
kungen in Temperatur usw. setzen die Durchlassigkeit erheblich herab. 

Infolgedessen stammen die zum Vergleich genommenen Keimlinge 
Kultur. Da 


wie die Temperatur und Belichtung, wahrend der Arbeit im Laboratorium 


immer aus derselben nun ferner die auberen Bedingungen, 
betrachtlich schwankten, so sind die Ergebnisse der Versuche nur innerhalb 
der Grenzen einer jeden Serie, wo diese Bedingungen relativ gleich waren, 
vergleichbar. 

Da uns hier hauptsichlich die Wiederausdehnungen der Wurzeln 
in verschiedenen Salzlésungen interessieren, so ist fiir die vorhergehenden 
Verkiirzungen (K) derselben der Mittelwert der Prozente aus allen Ver- 
kiirzungen einer jeden Versuchsserie angefiihrt. In den Tabellen ist dieser 
Mittelwert durch M.K. bezeichnet. 
1. die Wiederausdehnungen der Wurzelspitzen (D) im Laufe einer Stunde 


Die iibrigen Zahlen der Tabellen sind 


(vom Beginn des Versuches an gemessen) in Prozenten der beobachteten 

Linge ausgedriickt, 2. das Verhaltnis (7) der Wiederausdehnungen zur 

100 D 
K 


Die Beeinflussung der Permeabilitaét durch Anionen. 


’ 
w 


vorhergehenden Verkiirzung 


a) Natriumsalze. 
Tabelle LI. 


























' I. Serie Il. Serie - III. Serie 
Konzen-| yx. 63° | M.K. =5,7% | Konzen-|] wk. - 97% 
Salz tration tration 
in Mol D E D E in Mol. D E 
NaBr. 0,15 4.2 51 4.6 49 0,18 6.1 66 
NaJ ; 0,15 2,2 13 15 32 0,18 5,1 43 
NaNO, . 0,15 y Ae 41 — 0,18 5,4 50 
NaCl. . 0,15 3: 7 1,4 38 0,18 3,6 29 
Na-Tartrat 0,118 0 6 0.7 19 0,141 1,5 24 
NaSO,. 0,113 0 0 0,7 15 0,135 07 19 
Temperatur C° 20—21° 20° 20—22 
IV. Serie V. Serie VL. Serie 
Konzen-} yx. 78% | Konzen-| wx. = 105% | MK. = 91% 
Salz tration SUTIN Bi ics tons 
in Mol. D E in Mol. D E D E 
Nabr. 0,18 4.0 12 0,20 3.6 30 5,0 70 
NaJ ‘ 0,18 4.3 65 0,20 5,8 45 4,7 39 
NaNO, . 0,18 3,0 28 0,20 2,1 25 1,9 27 
NaCl 0,18 2.2 20 0,20 5.3 33 3,0 80 
Na-Tartrat 0,141 1,5 25 0.157 0,8 14 0 0 
NaSO,. 0,135 | 0,7 | 16 | 0,150 | 0 o | 0 0 
Temperatur C° 24° 23—25° 24° 
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Nach den Daten der Tabelle I nimmt die Salzaufnahme- 
geschwindigkeit von Plasma nach folgenden Reihenfolgen ab: 
I. und IT. Serie Br > J, NO, > Cl > Tartrat, SO,. 

a. 6s Br > NO, > J > Cl > Tartrat > SO,. 
ine J > Br> NO,> Cl > Tartrat > SO,. 
ws és J > Br > Cl> NO, > Tartrat > SO,. 
VI. ,, —Br>J>Cl> NO, > Tartrat, SO,. 


Einige Versuche mit Na-Citrat zeigten, da es ebenso schwer 


permeiert, als das Sulfat. 


Wie man aus dieser Gegeniiberstellung sieht, haben alle 
Reihenfolgen ungefaihr denselben lyotropen Charakter. Viele 
andere derartige Versuche ergaben etwa dieselben Resultate. 
Die Wiederausdehnung der Wurzeln ist in den Lésungen von 
Jodid und Bromid bzw. auch Nitrat stets schneller als in der 
NaCl; in den Lésungen der Na-Salze mit den mehrwertigen An- 
ionen ist sie mit dieser Methode kaum nachzuweisen. 

Den nicht vollig iibereinstimmenden Stellungen der ersten 
drei Anionen (J, Br, NO,) in den Reihenfolgen ist kein grober 
Wert beizulegen, denn bei diesen gutpermeierenden Salzen wird 
die Eindringungsfihigkeit sehr leicht von verschiedenen Faktoren, 
die sich nicht tibersehen lassen, beeinfluBt. 

Ferner ist zu bemerken, dafS die Unterschiede in der Auf- 
nahmegeschwindigkeit bei den Na-Salzen besser hervortreten als 
bei den K-Salzen. 

b) Kaliumsalze. 

Die vier ersten in der Tabelle Il angefiihrten Salze zeigen 
durchschnittlich eine ziemlich gleiche Durchdringungsfahigkeit. 
Doch bei einigen Versuchen macht sich die geringere Permeabilitat 
fiir KCl bemerkbar. Das K-Citrat verhalt sich etwa wie das Sulfat 

Im allgemeinen laBt sich fiir die Kaliumsalze diese Per- 
meabilitatsreihenfolge aufstellen : — Br, NO, > Cl > Tartrat > SO,, 
Citrat. Sie ist ungefiaihr dieselbe, wie bei den Natriumsalzen. Wie 
bekannt, sind zuerst von Troendle!) fiir die Piasmapermea- 
bilitat fiir Neutralsalze folgende Ionenreihen aufgestellt worden. 
Anionen: SO, < Cl < NO, und Cl < Br, J. Kationen: 

Ca < Sr < Ba < Mg < Li< Na < K < Rb. 


1) A. Troendle, Arch. de sciences phys. et nat. 45, 125. 1918. 
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Tabelle If. 
. I. Serie Il. Seiie s Ill. Serie 
Konsen-| wx. = 39 M.K. = 44% | Konzen-|] wk. - 62% 
Salz tration tration 
in Mol. D E D E in Mol. D E 
KBr . 0,160 2,3 74 3,7 64 0,! 80 4.8 5b 
KNOs 0,165 2,0 67 3,2 55 0,185 5.5 77 
KCI 0,161 1,8 21 a 42 0,181 4.8 54 
K-Tarirat. 0,127 OS 25 0 0 0,143 0 0 
K,SO,4 : 0.123 0 0 Q 0 0,138 0 0 
K-Citrat 0,101 0 0 — 0,114 1) 0 
Temperatur C° 20—21° 20° 19—20 
‘ IV. serie - V. Serie 
; Konzen- M.K. 7,0% Konzen- M.K. = 9,1% 
Salz tration tration 
in Mol. D E in Mol. D E 
KBr 0,180 5,2 62 0,200 4.6 13 
KNO, 0,185 3,7 55 0,206 4,4 40 
) ae 0,181 5.0 53 0,201 43 85 
K-Tartrat . 0,143 1,5 28 0,159 i 2 
KySO, 0.138 0 0 0,153 0 0 
K-Citrat 0.114 0 0 0,126 0 0 
Temperatur C° 18—19° | | 19—20° 





Die Beeinflussung der Permeabilitét durch Kationen. 


Wie aus der Tabelle III hervorgeht, ist die Aufnahme der 
Erdalkalien so gering, daB sie mit dieser Methode gar nicht nach- 
zuweisen ist'). 


Kontraktion aus, nur fiir das Magnesiumchlorid ist in einigen 


Versuchen eine geringe Expansion zu konstatieren. 


Tabelle III. 


Die Ausdehnung der Wurzeln bleibt nach der 








J I. Serie II. Serie 
Konzen- | yw x.= 96% | M.K. = 9,5% 
Salz tration i. 
in Mol, D E D E 
KCl... 0,190 5,7 66 5.8 69 
NaCl . 0,193 3.9 83 43 40) 
MgCl, 0,133 0 0 0 0 
BaCl,. 0,138 | 0 0 | 0 0 
CaCly. 0,134 0 0 0 0 
Temperatur C° 18° 18—19° 
1) Vgl. Fitting, Jahrb. f. wiss. Botan. 56, 1. 1915. 
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Tabelle ILL (Fortsetzung). 





Ill. Serie IV. Serie 


Konzen- | woKk.=79% | M.K. =54% 


tration 
in Mol. y D E 


lS, Sia 0.210 
eer 0,214 
3 Serer 0.204 
MeO}, «... 0,148 
0). See 0,152 
| 0,149 











Temperatur C° +. 22 | 21° 


Nach abnehmender Eindringungsfaihigkeit geordnet, haben 
wir hier folgende Kationenreihe: —K > Na > Li > Mg > Ba, Ca. 
Die Permeabilititsbeschaffenheit der letzteren zwei Erdalkali- 


kationen werden wir spiter in Salzgemischen niiher kennen lernen. 
Gegenseitige Beeinflussung der Aufnahmegeschwindigkeit durch 
Salze. 
a) Kationen. 


Untersuchen wir zuniichst die Beeinflussung der KNO,- 


Aufnahme durch Erdalkalikationen. 


Tabelle IV. 





Salz 
(Konzentration in Mol.) 


KNQO; 0,18 a 
KNOs 0,15 + MgCl, 0,020 
KNO, 0,15 + BaCl, 0,021 . 
KNO, 0,15 + CaCl, 0.020. 





Temperatur C° 19 





IV. Serie 
Salz M. K 10,1% 
(Konzentration in Mol.) 


[0 A, Sa re 
KNOg 0,202 + MgCl; 0.019 . 
KNOg 0.202 + BaCl, 0,020 
KNO, 0,202 + CaCl, 0.019 








Temperatur C° 
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Wie aus der Tabelle LV ersichtlich ist, wird die Eindringungs- 
fihigkeit des Salpeters in ausgedehntem Mabe von den Erdalkali- 
kationen beeinfluBt. Alle Erdalkalien hemmen mehr oder weniger 
die Aufnahme von KNQ,. 

Dieselben Resultate ergaben die Versuche mit KCl +- Erd- 
alkalien. 

Bemerkenswert ist hier die Tatsache, da die Hemmungs- 
fihigkeit der zweiwertigen Kationen im umgekehrten Verhiltnisse 
zur Permeabilitat fiir diese Salze steht. 

Von den angefiihrten Erdalkalien dringt das Magnesium- 
chlorid selbst am besten in das Plasma ein und setzt demgema 
im Vergleich mit Barium und Calcium die Durchlassigkeit fiir 
KNO, am wenigsten herab. Dagegen hemmt ein kleiner Zusatz 
von CaCl, die Aufnahme von Salpeter sehr betraichtlich. Etwas 
weniger hemmend als CaCl, wirkt das Bariumchlorid. Aus der 
letzteren Tatsache laBt sich eine relativ gr6éBere Eindringungs- 
fihigkeit des BaCl, im Vergleich mit der des CaCl, ableiten. 

Es ist klar, daB diese aufnahmehemmende Wirkung der Erd- 
alkalien der sog. .,entgiftenden Wirkung* dieser Salze direkt 
proportional ist. 

Aber auch die Alkalisalze kénnen die Aufnahmegeschwindig- 
keit gegenseitig beeinflussen, wie das aus der folgenden Tabelle V 
zu ersehen ist. 


Tabelle V. 

















I. Serie Il. Serie 
Salz M.K. = 55% M. K. = 58% 
(Konzentration in Mol.) D E D E 
oe er 4.1 77 3,9 67 
wb a oe ae 1,5 18 1,0 16 
KNO, 0,17 + LiCl 0,028 1,9 42 1,8 32 
LiC10,17 + KNO;0,021 1,9 31 
Temperatur C° 20° | 20° 

ILL. Serie IV. Serie 

Salz M. K. = 6,9% M. K. = 6,1 
(Konzentration in Mol.) D E D E 

oy of Of ° 

8 OS oe a 3,0 44 3,2 44 
Te a 0.9 20 0,4 8 
KNO, 0,17 + LiC1 0,028 2.6 a7 La 21 
LiCl] 0,17 + KNO, 0,021 1,2 13 0,7 14 
Temperatur C°... . 19—20° 16—18° 
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Tabelle V (Fortsetzung). 











V. Serie VI. Serie 
Salz M. K. = 4,2 M. K. = 53 
Konzentration in Mol D E D E 
tr Oe oo ee kee 3.5 65 4.0 60 
LiCkO,192 ak oh ee is 1.4 38 i) 41 
KCL O15 Lif 10.048 . 1.6 is 6 7 
LiClO15 + KC10,043 . 1.9 19 23 50) 
Temperatur CS 17—19° 18 


Nach den Daten der Tabelle V setzt ein Zusatz von LiCl zu 
KNO, bzw. KCl die Permeabilitit des Plasmas fiir diese Salze 
immer mehr oder minder herab. Dagegen haben umgekehrt 
dieselben Mengen von KNO, bzw. KCl keinen hemmenden Ein- 
fluf8 auf die Aufnahme von Lithiumchlorid, ja in einigen Fallen 
sogar scheinen sie den Durchtritt von LiCl] zu férdern. 

Auf Grund des Gesagten kommt auch dem Lithium eine .,ent- 
giftende Wirkung™ in bezug auf andere Alkalisalze zu. 

Zusammenfassend JaBt sich tiber die gegenseitige Beein- 
flussung der Aufnahmegeschwindigkeit durch die Kationen fol- 
gende Regel aufstellen: 

Ein jedes Kation der Permeabilititsreihe: K > Na 
Li > Mg> Ba> Ca wird von den von ihm rechtsstehen- 
den Kationen bei der Aufnahme gehemmt, und um so 
mehr, je weiterdas Kationrechtssteht. Diezweiwertigen 
Kationen haben gemiB ihrer gréBeren Kolloidaktivitat 


eine bedeutend gréBere Hemmungskraft. 


b) Anionen. 

Bei den aufnahmehemmenden Wirkungen der Kationen, 
haben wir die Rolle des Anions nicht in Betracht gezogen. Die 
Anionen waren hier so gewihlt, dal sie mit dem betreffenden 
Kation etwa gleich permeable Salze bilden, wie z. B. KNO, und 
KCl, deren Anionen in den Permeabilitatsreihenfolgen fast immer 
nebeneinander stehen. Kombinieren wir aber Salze mit den weit- 
stehenden Anionen in der Permeabilititsreihe, so kénnen sie 
gegenseitig die Aufnahmegeschwindigkeit mehr oder minder stark 
beeinflussen, wie das aus der Tabelle IV zu ersehen ist. 

Hier ist als Hauptsalz KCl gewahlt (siehe Tabelle V1), das 
ungefaihr in der Mitte der Permeabilititsreihe J > Br > NO, > C1 
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Tabelle VI. 














I. Serie Il. Serie 

Salz M. K. = 10,5% M.K. = 10,8 

(Konzentration in Mol.) D E D E 

0.20 KCl + 0,0200 KJ . 5.9 57 6.0 D4 

0,20 KC] + 0,0205 KNO, . . 4.9 ‘4 5.6 52 

0,22 KCI (Kontrollversuch) . . 4,1 41 44 | 46 

0,20 KCI + 0,0153 K,5O, . . 3,8 85 3,9 | %6 

0,20 KCI + 0.0126 K-citrat . . 0.8 6 14 / 10 
Temperatur C 19 —20 7 

Ill. Serie IV. Serie 

Salz M.K. = 88% M.K. = 9,9 

(Konzentration in Mol.) D E D E 

0,20 KCl + 0.0200 KBr .. . 6.5 72 4,7 46 

0,22 KCl (Kontrollversuch) . . 3,8 5d 3,7 33 

0,20 KC(1 + 0,0153 Kg~O, . . 2,9 31 1,6 20 

0,20 KCI + 0,0124 K-Citrat. . 2,7 23 1,6 18 
Temperatur O° 20) 2) 





Tartrat > SO, > Citrat steht, und zu ihm sind Kalisalze mit den 
links- und rechtsstehenden Anionen in isotonischen Mengen zu- 
gefiigt. Wie das aus den Daten der Tabelle VI folgt, wird dic 
Aufnahme von KCl von den rechtsstehenden Anionen 

Sulfat und Citrat etwas gehemmt, wahrend ein 
Zusatz von Salzen mit den linksstehenden Anionen 
(J, Br, NO,) die Aufnahme ganz deutlich férdert und 
um so besser, je weiter das Anion links steht. Der Durch- 
tritt der Salze durch das Plasma wird von Anionen 
nach derselben Regel beeinfluBt, wie das bei den Kat- 
ionen der Fall ist. 

Dieselben Beziehungen haben wir auch bei den Salzen mit 
verschiedenen Kationen. 

Die Tabelle VII zeigt, daB die Aufnahme von Natriumsulfat 
und -chlorid durch einen Zusatz von KBr geférdert wird, waihrend 
ein Zusatz von Na,SO, zur iiberwiegenden Menge des Kalium- 
bromids die Permeabilitiit des Plasmas fiir das letztere Salz 


herabsetzt. 


Wie schon oben erwahnt, wurden die Wurzeln nach jedem 
Versuch auf die Wiederausdehnung in Wasser gepriift. In den 
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Tabelle VIL. 





Salz 
(Konzentration in Mol.) 


0.20 KBr 

0,154 Na,SO, Hy ta aE? 
0,125 NagSO, + 0,037 KBr. 
0,16 KBr + 0,030 Na SO, 
0,20 NaCl EN Joa 
0,17 NaCl + 0,029 KBr 








Temperatur C° 20—22 20° 


meisten Fallen erreichten sie ihre urspriingliche Liinge, und _ be- 
sonders nach der Behandlung mit langsam permeierenden Salzen 
wie die Sulfate, Tartrate, Citrate, CaCl, und BaCl,. Nach Aufent- 
halt in Lésungen von Jodiden, Bromiden, zuweilen auch von 
Nitraten und Chloriden der Alkalisalze, ferner in Mg(Cl,-Lésung 
blieben die Wurzeln nach Wiederausdehnung in Wasser um 
1—2 Mikrometerstriche hinter der urspriinglichen Linge zuriick. 
Diese Salze, insbesondere die Jodide und Bromide, sind wegen 
ihrer leichten Eindringungsfihigkeit sehr giftig, wie wir das schon 
friiher gezeigt haben'). Die nachherige Deplasmolyse in Wasser 
bringt das geschiidigte Plasma in einigen Zellen zu einer irre- 
versiblen Zusammenschrumpfung, die die Ursache der unvoll- 


stindigen Ausdehnung ist. 


Besprechung der Resultate. 

Diese Versuche haben einen weiteren Beweis fiir die Annahme 
gebracht, daB die Giftwirkung der Neutralsalze im engsten Zu- 
sammenhange mit der Fahigkeit dieser Salze in das Plasma ein- 
zudringen steht. Das geht ohne weiteres aus den gleichen Reihen- 
folgen der Anionen und Kationen hervor, die bei der Koagulation 
des Plasmas durch Salze und bei den Permeabilitiitsversuchen 
auftreten. Die Giftigkeit der Salze nimmt parallel der Permeabili- 
tit nach der lyotropen Anionenreihe SO, <<... Br <J zu'). Fir 
die Kationen gilt die Reihe: Erdalkalien < Na< K. Alle 
Faktoren, die die Permeabilitiét fiir die Neutralsalze férdern, 
wirken auch gleichzeitig die Giftigkeit steigernd und umgekehrt, 


entgiftende Agenzien und Faktoren setzen im allgemeinen, mit 


EE @ 
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Ausnahme einiger, die spiiter erértert werden, immer die Durch- 
lassigkeit des Plasmas fiir die gift‘gen Salze herab!'). 

Wenden wir uns zuerst der Rolle der lonen bei Durchtritt 
eines Neutralsalzes zu. 

Die Tatsache, daB gleiche Anionen mit verschiedenen Kat- 
ionen verschiedene Eindringungsfihigkeit besitzen, zeigt auf die 
Kationenwirkung hin. Die verschiedene Durchlissigkeit des Plas- 
mas fiir die Salze mit demselben Kation und verschiedenen An- 
ionen zeigt uns dagegen, daf} hier den Anionen eine nicht minder 
wichtige Bedeutung als den Kationen zukommt. 

Wir haben es also bei der Aufnahme von Neutral- 
salzen durch das Plasma mit einer additiven Wirkung 
der Salze zu tun. 

Es entsteht nun die interessante Frage: haben die beiden 
[onen eines Salzes bei der Aufnahme eine identische Wirkung, 
wenigstens qualitativ, oder ist sie verschieden? Kurz gesagt, 
wirken die beiden Ionen permeabilititsf6rdernd ? 

Um dieses zu verstehen, miissen wir die Kolloidwirkung der 
Salze niher besprechen. 

Wir haben friiher?), im AnschluB an die Untersuchungen von 
Hansteen-Cranner®), die Vermutung ausgesprochen, da® die 
Salzaufnahme durch die Ausfillung der Lipoide auf der Plasma- 
oberfliche reguliert werden kann. Die starkfallenden Salze ver- 
dichten die Oberflichenschicht des Plasmas und gelangen infolge- 
dessen sehr langsam in das Innere. Aus diesem Grunde resultiert 
auch die lyotrope Anionenreihe bei der Giftwirkung der Salze. 

Als beweisend erschien von unseren eigenen Beobachtungen 
dabei die Unmdglichkeit, die der Salzwirkung ausgesetzte Ober- 
flichenschicht des Plasmas durch Saiuren umzuladen. Die An- 
ionenreihe blieb im sauren Medium dieselbe wie im neutralen. 

Zugunsten des itiberwiegenden Lipoidgehaltes in Plasmaober- 
flichenschichten spricht noch eine andere Tatsache, auf die wir 
spiter zu sprechen kommen. 

DaB die Ausfillung bzw. Verdichtung der Oberflachenkolloide 
des Plasmas bei den Permeabilititsverhiltnissen der Neutralsalze 
eine hervorragende Rolle spielt, dafiir haben die kurz veréffent- 

') Vgl. Sziics, Jahrb. f. wiss. Botan. 52, 85. 1913. 

2) » 

3) 


- & 
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lichten Untersuchungen von Spek!) tiber die Wirkung der Salze 
auf die Biokolloide von Actinospaerium einen guten Beweis ge- 
liefert. 

Der erwahnte Autor gelangte auf Grund ausgedehnter Versuche zum 
Resultate, daB ,,Fallungsvermégen und Eindringungsvermégen zueinander 
umgekehrt proportional sind’ und ,,daf um so héhere Konzentration n 
eines Salzes vertragen werden, je schwerer das betreffende Salz eindringt***). 

Die fiir das Heliozoenplasma aufgestellte Fillungsreihe det 
Kationen ist folgende: K< Na< Li<Ca. Die fiir die Per- 
meabilitat des Pflanzenplasmas gefundene Kationenreihe stimmt 
vollstiindig mit dieser Reihe iiberein; es ist gezeigt, daB ein Salz, 
welches das schwiichste Kolloidfallungsvermégen besitzt, am 
besten eindringt. 

Unsere Versuche bestiatigen den Parallelismus zwischen 
Kolloidfallungsvermégen und Eindringungsfihigkeit in bester 
Weise. Es gilt auch beim Pflanzenplasma der Satz, dab je 
kolloidaktiver ein Neutralsalz, desto geringer sein Ein- 
dringungsvermogen ist und umgekehrt. 

Der schon friiher angedeuteten Ansicht iiber die Beziehungen 
zwischen dem Lipoidfaillungsvermégen und Eindringungsfahigkeit 
der Neutralsalze k6nnen wir jetzt auf Grund der vorliegenden 
Versuche folgendes zufiigen: 

Die Tatsache, daB ein kleiner Zusatz eines gut permeierenden 
Salzes, wie das Kaliumbromid, zu einem schwer permeierenden, 
wie das Natriumsulfat, das Eindringungsvermégen des letzteren 
erh6ht (siehe Tabelle VII), weist darauf hin, da das Kalium- 
bromid die kolloidfaillende Wirkung des Natriumsulfats zu einem 
gewissen Grade paralysiert, d. h. eine lésende Wirkung aufzeigt. 
DaB aber von zwei Kaliumsalzen das eine lésend, das andere 
fallend wirkt, kann nur dann mdglich sein, wenn das Kation 
faillend, das Anion aber faillungshemmend bzw. lésend 
wirkt. Damit kommen wir zur Tatsache, die bei den Neutral- 
salzwirkungen auf EiweiBkérper und Lipoide bekannt ist*), nam- 
lich, daB die additive Wirkung eines Neutralsalzes hier 


als die algebraische Summa aufzufassen ist, die aus 


1) Acta zoologica 165. 1921. 

2) Auf die weiteren Ergebnisse dieser héchst interessanten Arbeit 
sei h’er hingewiesen. 

3) Pauli, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 226. 1902; 5, 27. 1903. 


Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152. 1907. 
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zwei Summanden mit verschiedenen Vorzeichen re- 
sultiert. 

Bekanntlich kommen beim Plasma hauptsiichlich negative 
Kolloide in Betracht, gegebenenfalls — Lipoide '), und sie werden 
durch die entgegengesetzt geladenen Ionen, — Kationen ausge- 
flockt, dagegen wirken die Anionen, die mit Plasma gleiche 
Ladung haben, fillungshemmend. 

Unter diesem Gesichtspunkt nimmt die Fihigkeit der Kat- 
ionen, die Lipoide auf der Plasmaoberfliche auszuflocken, nach der 
Reihenfolge K < Na < Li < Mg < Ba <Ca zu, wobei die Fal- 
lungskraft der zweiwertigen Kationen die der einwertigen be- 
deutend iiberwiegt. Die faillungshemmende Wirkung der Anionen 
wichst nach der lyotropen Reihenfolge Citrat < SO, < Tar- 
trat < Cl << NO, < Br <J. Ein jedes Kation in Verbindung mit 
den Anionen dieser Reihenfolge hat die stiirkste Fallungskraft mit 
dem Citrat, weil dieses Anion den schwichsten faillungshemmen- 
den EinfluB8 ausiibt und infolgedessen die Koagulationsenergie 
des Kations sehr wenig verringert wird. Die Folge davon ist, 
da} Citrate sehr schwer durch die verdichtete Plasmaoberfliche 
ins Innere gelangen. Bei den anderen Anionen, wie z. B. beim 
Tartrat, ist die hemmende Wirkung schon gréBer und demgemabh 
die Ausflockungskraft des Kations geringer. Tartrate zeigen auch 
ganz deutlich die Eindringunsgfihigkeit. Das Chlorion kann schon 
in einigen Fallen, wie z. B. bei KCl, etwa die Fillungskraft des 
Kations kompensieren, was mit dem grofen Eindringungsver- 
mégen dieses Salzes im Einklang steht. 

Bei den Nitraten, insbesondere aber bei den Bromiden und 
Jodiden, kann die hemmende (resp. lésende) Wirkung des Anions 
die faillende des Kations iiberwiegen. Diese Salze dringen je nach 
dem Kation sehr rasch in das Plasma ein und entfalten aus diesem 
Grunde eine groBe Giftwirkung. Zu den schwer eindringenden 
Salzen, wie den Sulfaten der Alkalien, zugefiigt, fordern sie die 
Aufnahme der letzteren, weil die lésende Wirkung der zugesetzten 
Anionen die Erzeugung einer dichten Haptogenmembran hindert. 

Ein Antagonismus zwischen beiden Ionen eines Salzes wurde 
auch von S pek?), insbesondere deutlich beim Magnesiumsulfat, 


beobachtet. 


1) Vgl. Porges und Neubauer, |. ¢. 


1. o. BF, F771. 


Aan Data eee: 
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Dieses Salz zeigt im Gegensatz zum MgCl,, das leicht in Actino- 
sphaerien eindringt und daher sehr giftig ist, mehrere Stunden, sogar Tage 
lang keine schadliche Wirkung auf die Heliozoen, Der Autor meint, daB beim 
MgSO, ein auffalliger starker Antagonismus zwischen beiden Ionen existiert, 
der bewirkt, daB keines der beiden seine charakteristischen spezifischen 
Wirkungen entfalten kann und der dadurch verursacht wird, daB die beiden 
lonen, wenn sie zusammenwirken, die Permeabilitit der Zelle jedenfalls 
durch gegenseitige Steigerung ihrer Fallungswirkung verringern, so daB 
sie selbst nicht mehr in die Zelle hineingelangen kénnen*. 

Zusammenfassend kénnen wir tiber die Permeabilititsver- 
hiltnisse sagen, daf}s die Anionen nach derlyotropen Reihe 
J > Br> NO, > Cl > Tartrat > SO, > Citrat die Aufnahme 
eines Salzes férdern, die Kationen der Reihenfolge 
K < Na < Li < Mg < Ba <Ca nach sie hindern. 

Gehen wir nun zu den sog. antagonistischen Salzwirkungen. 

Auf Grund unserer Versuche kénnen wir diese Wirkungen bei 
den Neutralsalzen auf die Permeabilitatsverminderung des Plas- 
mas zuriickfiihren, die durch das entgiftend wirkende Salz be- 
wirkt wird. 

Bekanntlich wurde diese Tatsache auch von Sziics!) bei den 
antagonistischen Wirkungen Cu -++ Al und Chininhydrochlorid 

Neutralsalze festgestellt. 

In Salzgemischen gelten Calciumsalze als unentbehrliche Be- 
standteile der physiologisch ausgeglichenen Lésungen?). Ein 
kleiner Zusatz von Calciumsalz zu einer Salzlésung, die allein 
giftig ist, hebt die schidliche Wirkung vollig auf. 

Nun haben diese Versuche gezeigt, daf kleine Mengen eines 
Calciumsalzes das Eindringungsvermégen eines gut permeierenden 
Salzes vollstiindig herabsetzt. Dieselbe Fahigkeit in etwas ge- 
ringerem Make besitzen auch andere Erdalkalien, wie Barium, 


vermutlich auch Strontium*) und weniger das Magnesium. 


a) Le, 

2) Osterhout, Botan. Gaz. 42, 127. 1906; 44, 259. 1907. Wo. 
Ostwald, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 568. 1905. Benecke, 
Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 25, 322. 1907. Hoéber, Physikalische Chemie 


der Zelle usw. 1914, S. 524 ff. 

3) Dieses Salz wurde von uns nicht auf seine Eindringungsfahigkeit 
untersucht. In der Tréndleschen Permeabilitatsreihe steht Sr zwischen 
Ca und Ba. Da nun unsere Ergebnisse mit denen von Tréndle vollig iiber- 
einstimmen, so diirfte auch die Hemmungsregel fiir dieses Salz seine Kraft 


haben. 
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In allen diesen Fallen ist die entgiftende Wirkung eines Salzes 
durch die hohe Aktivitit des zweiwertigen Kations bedingt, die 
die lésende Wirkung des Anions weit tiberwiegt. Das antagonistisch 
wirkende Salz dringt selbst schwer oder gar nicht in das Plasma 
ein und erschwert infolge der erzeugten Schutzschicht auch den 
Durchtritt eines gut permeierenden Salzes. Es kann in einigen 
Mallen die entgiftende Wirkung des zweiwertigen Kations durch 
das einwertige Kation, welches entgiftet wird, noch verstirkt 
werden, wenn das letztere Salz auch eine schwache Kolloidaktivitit 
besitzt, wie z. B. NaCl, bei welchem die fiaillende Wirkung des 
Kations, die des Anions etwas tiberwiegt. Beim Zusammenwirken 
eines solchen schwach fillenden Salzes mit einem stark fillenden 
fiillt das erstere, wie das Spek meint, ,,mit seiner feineren Fallung 
gewissermaBen die ,Lécher’ der groben aus und verzégert eine 
Weile das Eindringen der Salzflut*‘!). 

Nach der oben entwickelten Theorie iiber die antagonistische 
Wirkung zwischen dem Kation und Anion eines Neutralsalzes 
kann ein beliebiges Salz entgiftend wirken, wenn das Fallungs- 
vermégen seines Kations gréBber ist als die entgegengesetzte 
Wirkung des Anions. Bei den Alkalisalzen ist diese entgiftende 
Wirkung im allgemeinen verhiltnismaibBig schwach, in einigen 
Fallen kann sie nur eine kurze Zeit dauern. Sie kommt besser 
zum Vorschein in relativ hohen Konzentrationen der Salzlésungen 
(in schwach hypertonischen bzw. hypotonischen) infolge des 
schwachen Kations. 

Wir haben gesehen, daB die Aufnahme von Kaliumnitrat und 
-chlorid durch das Lithiumchlorid bzw. Kaliumsulfat und -citrat 
verzéogert wird (siehe Tabelle V, VI, VII). Diese Salze haben 
entweder sehr schwache faillungshemmende Anionen, wie das 
Sulfat- und Citration, welche die kolloidfaillende Kraft des Kat- 
ions wenig verringern, oder das von den Alkalikationen am stiark- 
sten kolloidaktive Kation, wie das Lithiumion. DaB ein Alkali- 
sulfat, welches die Eindringungsfihigkeit eines gut permeierenden 
Salzes etwas herabsetzt, damit auch die Giftwirkung des letzteren 
vermindert, geht aus dem folgenden Versuch hervor. 

Kleine viereckige Epidermisschnitte von Tradescantia zebrina 
(Blattunterseite) wurden parallel in Lésungen von KJ 0,1 Mol. 
und KJ 0,1 + Na,SO, 0,05 Mol. (Gesamtkonzentration 0,15 Mol.) 


1) 1. c. S. 190. 
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gelegt und nach bestimmten Zeitabschnitten je 10 herausgenom- 
men und wieviele Zellen noch lebendig waren mittels Plasmolyse 
in Zuckerlésung bestimmt’). 
Die Zeit des Aufenthalts der Schnitte in Lésungen 
2 St.| 4St.| 8 St. | 12St. 14 St. | 16 St. 
Das Mittelprozent der plasmolysierten Zellen in 10 Schnitten 

KJ......i 98,7; 91,0} 880; 385 | 37,1 2,3 

KJ + NasSO, . | 100,0 100,0 | 100.0 96,1 77,8 | 43,1 

Wie man aus diesem Versuch sieht, sterben in der reinen 
Kaliumjodidlésung nach 16 Stunden fast alle Zellen ab, wahrend 
im Gemisch mit Natriumsulfat nach dieser Zeit fast die Halfte 
der Zellen noch lebend bleibt. 

In diesem Falle haben wir also eine schwache entgiftende 
Wirkung durch das Sulfat, die theoretisch vorausgesagt werden 
konnte. In anderen Fallen kann aber eine schwach antagonistische 
Wirkung bei den Alkalisalzen auch schon dadurch zustande 
kommen, daB zwei Salze in der Lésung ein gemeinsames Ion 
haben, wie z. B. KCl und NaCl, denn dadurch wird die Dissoziation 
etwas zuriickgedrangt; hauptsichlich kommen hier die Ionen als 
die wirksamen Anteile der Salze in Betracht. Bei den Erdalkalien 
wurde aber diese Dissoziationsbeeinflussung im Vergleich mit der 
spezifischen Wirkung dieser Salze zu gering sein. 

Einen guten Beweis fiir den Zusammenhang zwischen den 
Permeabilitatsverhaltnissen und der Kolloidwirkung der Neutral- 
salze liefern uns auch die Versuche von Brenner?). Er unter- 
suchte die Siureresistenz von Rotkraut-Hypodermiszellen bei 
Anwesenheit von Neutralsalzen und fand, daB die letzteren in 
weitem Mae die Giftigkeit der H-Ionen beeinflussen. 

Greifen wir aus den Daten von Brenner einige heraus. Die kritische 
Konzentration von HCl bei Anwesenheit von isotonischen Kaliumsalz- 
lésungen (Salze isoton. 3,75% KNO,) ist bei NOx “/go93 Cl “/go03 SOx “/s00- 
Die Giftigkeit der Salzsiiure wird hier also nach der lyotropen Reihenfolge 
NO, < Cl < SO, verringert. Bei Anwesenheit von Kationen der Chloride 
ist die kritische Konzentration bei Na “/,999; K “/go0; Mg “/so0; Ca “Vaso; 
also Na < K < Mg < Ca. 

Man sieht, da® hier etwa dieselben Anionen- und Kationen- 


reihenfolgen von Bedeutung sind wie bei der Permeabilitat bzw. 


1) Dieser Versuch ist gleichzeitig mit denen der II. Mitteilung gemacht. 
2) Ber. d. Dtsch. Bot. Ges. 38; 277. 1920. 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 20 
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Kolloidfaillung. DaB die Siure bei Anwesenheit des Salzes viel 
schwerer in die Zelle eindringt, das hat Brenner bei den kolloid- 
aktiven K,SO,, MgSO,, CaCl, unmittelbar beobachtet'). 

Ks ist noch ferner zu bemerken, daB aucn die Nichtelektrolyte 
die Eindringungsfaihigkeit von Siuren bzw. Salzen herabsetzen 
kénnen. Bekanntlich wird nach den Beobachtungen von Kiister?) 
auf der Plasmaoberfliche durch die Behandlung mit Zuckerlésung 
eine Haptogenmembran erzeugt. 

Fragen wir nun, welches sind die Beweise fiir die Annahme, 
daB bei den Neutralsalzwirkungen gerade die Lipoide die wichtige 
regulatorische Rolle spielen. 

Zugunsten der Lipoide sprechen folgende Tatsachen: 1. Die 
Nichtumladbarkeit der Oberflachenkolloide. 2. Die groBe Fallungs- 
kraft der Erdalkalien, welche sich in dem ausgesprochenen Ent- 
giftungsvermégen dieser Salze widerspiegelt. Bekanntlich ist die 
Ausflockungsenergie der Erdalkalien in bezug auf die Lipoide in 
verdiinnten Lésungen (1/,9, bis normal) ebenso groB, wie in kon- 
zmtrierteren (1 bis normal und hoéher)*). Bei den EiweiBfallungen 
durch die Erdalkalien liegen aber die Werte viel héher, z. B. wird 
das AlkalieiweiB erst durch die vier- bis siebenfach normale CaCl,- 
Lésung gefallt*). Auch die Koagulation des nativen Eiweifes 
bedarf starker Erdalkalilésungen'). 

Es sei hier noch hervorgehoben, daB die Tatsache, daB sich 
das Magnesium nach seiner Aktivitaét beim nativen EiweiB an die 
Alkalisalze anschlieBt, bei der Lipoidfallung sich dagegen wie ein 
typisches Erdalkalisalz verhilt, kein entscheidendes Kriterium 
dafiir liefert, ob Lipoide vorliegen, wie das manche Autoren ver- 
muten, wenn nimlich die Aktivitit des Magnesiums in bezug auf 
die Biokolloide mit der des Ca, Ba und Sr tibereinstimmt. Die 
KiweiBkérper des Protoplasmas besitzen die Eigenschaften des 
ionischen EiweiBes bzw. AlkalieiweiBes und hier schlieBt sich das 
Magnesium nach seiner Kolloidaktivitit an die Gruppe der Erd- 
alkalien an, wihrend die Alkalisalze bedeutend schwicher wirken®). 


2) 1. o. 8. 282. 

2) Zeitschr. f. Botan. 2, 689. 1910. 

3) Porgesund Neubauer,|.c. Vgl. auch Hansteen - Cranner,]l.c. 

4) Pauli und Handowsky, diese Zeitschr. 24, 246. 1910. 

5) Hofmeister, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 24, 247. 1888; 
25, 3. 1889. — Pauli, 1. ¢. 1902, 1903. 

6) Pauli und Handowsky, l. c. 8S. 241, 250. 
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3. In schwach alkalischen Lésungen ist die Verkiirzung der 
Wurzeln, sowie auch die Wiederausdehnung immer etwas gréBer 
als parallel im neutralen Medium (siehe Tabelle VIII). 

Tabelle VIII. 
Temperatur 18—20°. 








} I. Serie Il. Serie 
Salz 
(Konzentration in Mol.) K D E K D E 
NaCl 0,20 GAAP ec e os) bl 6,1 1,5 24,6 4.6 2,0 43,5 
NaCl 0,1975 + NaOH 0,0025 . 8.6 $3 87,2 7,5 3,3 44,0 
NaCl 0,190 +- NagCO, 0,005 . 8,0 3,2 40,0 ae 4.6 59,7 


Aus dieser Gegeniiberstellung ist ersichtlich, daB die Ver- 
kiirzung und auch die Ausdehnung der Wurzelspitzen in den 
alkalisch reagierenden Lésungen sehr deutlich begiinstigt wird. 

Dieser Befund stimmt in allerbester Weise mit den von 
Hansteen-Cranner!) entwickelten Vorstellungen iiber den Bau 
der Zellwand und Plasmaoberflichenschichten. Nach diesem 
Autor ist die Zellwand ,,aller lebenden Zellen ein kolloidales Netz- 
werk, dessen festes Geriist aus Cellulose und Hemicellulose ge- 
bildet ist, dessen Maschen aber die Lipoide der plasmatischen 
Grenzschichten enthalten“. 

Von dieser Anschauung ausgehend, lat sich die gréBere 
Kontraktion bzw. Ausdehnung der Wurzeln im alkalischen Me- 
dium dadurch erkliren, daB die Kolloidstriinge, welche von der 
Plasmaoberfliche in die Maschen des Wandnetzwerkes eingelagert 
sind, durch Lauge aufgelockert oder ganz aufgelést werden und 
infolgedessen die Zellwand mehr contractil wird. 

Durch schwach alkalische Lésungen kénnen aber eher fett- 
ahnliche Korper als EiweiBstoffe gelést werden und so spricht 
diese Beobachtung zugunsten des tiberwiegenden Lipoidgehaltes 
in den plasmatischen Oberflachenschichten. Durch die Auflésung 
bzw. Aufquellen der Lipoide auf der Plasmaoberfliche und in der 
Zellwand wird auch der Durchtritt der Salze geférdert. Ferner 
zeigt die gréBere Contractilitit der Zellwand im alkalischen Me- 
dium, da die regulatorische Funktion bei der Stoffaufnahme 
auch auf die Zellwand iibergeht, die mit den Plasmaoberflichen- 
schichten in engster organischer Verbindung steht?). 


1) 1. ¢. 
2) Vgl. Hansteen -Cranner, l. c. 
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Uber die Chlorverteilung im Blute. 


Von 
S. van Creveld. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 2. August 1921.) 


Die theoretisch wie praktisch so wichtigen Fragen nach der Permeabi- 
litét der roten Blutkérperchen fiir Chlor und der Chlorbindung im Plasma 


x 


(Serum) sind in den letzten Jahren mehrfach behandelt worden. Eine 
Reihe eigener Beobachtungen, die ich iiber diesen Gegenstand machte, 
sollen im folgenden mitgeteilt werden. Gleichzeitig mégen einige 
kritische Bemerkungen zu einigen neueren Arbeiten angefiigt werden. 


I. Die Chlorpermeabilitét der roten Blutkérperchen. 


Seitdem Hamburger mit dieser Frage das Problem der Permeabili- 
tat tierischer Zellen zuerst zur Diskussion gestellt hat+), ist sie in der 
Literatur sehr oft behandelt worden. 


In der letzten Zeit haben unter anderen Falta und Richter-Quittner?), 
Straub und Meier’), Siebeck*) und in einer sehr rezenten Arbeit auch Wiech- 
mann®) iiber die Chlorpermeabilitiit der Blutkérperchen Mitteilungen gemacht. 
Die erstgenannten Autoren schlieBen auf Grund einer groBen Anzahl von Chlor- 
bestimmungen, daB im strémenden Blute bei Menschen und verschiedenen Tieren 
die Blutkérperchen chlorfrei sind. Dieses fast allen Ergebnissen friiherer Unter- 
suchungen widersprechende Resultat fiihren sie auf die besondere Vorsorge, die 
sie bei der Gewinnung des Plasmas getroffen haben, zuriick. Diese bestand in 
der Verwendung des Hirudins, dem Vermeiden von Na-Oxalat und NaF zur 
Ungerinnbarhaltung des Blutes; ferner im sofortigen Zentrifugieren und Ver- 
meiden starker Abkiihlung des Blutes. Trotzdem méchten wir bezweifeln, daB 
auch Falta und Richter-Quittner damit Verhiltnisse studiert haben, wie 
sie im strémenden Blute bestehen. So haben sie einem Verlust von CO, beim 
Auffangen des Blutes nicht vorgebeugt; aus den Versuchen von Hamburger‘), 


1) Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 1899, S. 414. 

2) Falta und Richter- Quittner, diese Zeitschr. 100, 180. 1920. 
3) Straub und Meier, diese Zeitschr. 98, 205. 1919. 

*) Siebeck, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 85, 214. 1919. 

5) Wiechmann, Archiv f. Physiologie 189, 109. 1921. 

*) Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 28, 405. 1892. 
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Snapper!), Fridericia?), van Slyke und Cullen’) und anderen geht aber 
der groBe Einflu8 der CO,-Spannung auf die Chlorverteilung im Blute hervor. 
Schon kleine Veriinderungen in dieser Spannung kénnen wichtige Anderungen in 
der Chlorverteilung hervorbringen. Denselben Effekt verursacht Zu- oder Ab- 
nahme des Sauerstoffsittigungsgrades des Blutes indirekt, indem die CO,-Kapa- 
zitat des Blutes bei Sittigung mit Sauerstoff abnimmt, bei Reduktion zunimmt*). 
Tatsichlich wird diese Sauerstoffsittigung von venédsem Blute beim Auffangen 
(und Schitteln?) in offenen Réhrchen, wie Falta und Richter- Quittner 
getan haben, verandert®). Ob weiter das von ihnen verwendete Hirudin im Ver- 
gleich mit Na-Oxalat oder NaF fiir die normale Durchlassigkeit der Blutkérperchen 
so harmlos ist wie die genannten Autoren hervorheben, erscheint uns auf Grund 
von Erfahrungen im hiesigen Laboratorium bei Studien iiber die Glucosepermea- 
bilitat der Blutzellen héchst zweifelhaft. Nur wenn der Beginn der Gerinnung 
des Blutes hintenangehalten worden war, wurden die Blutkérperchen in osmo- 
tischen und direkt chemischen Versuchen glucosefrei gefunden. Die sog. ungerinn- 
bar machenden Agenzien wie Hirudin, Oxalat, NaF waren gleich schidlich ®). 
Straub und Meier’) haben sich bei ihren Versuchen iiber die Permeabilitaét der 
Blutzellen fiir Chlor noch weiter von den physiologischen Verhiiltnissen entfernt. 
Sie haben die CO,-Bindungskurve von in 0,99% NaCl suspendierten Kérperchen 
festgestellt bei allmahlicher Zunahme der CO,-Spannung. Bei einer bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentration der Suspensionsflissigkeit konstatierten sie eine 
plétzliche Zunahme der CO,-Bindung. Die Autoren meinen dies dadurch erklaren 
zu sollen, daB bei dieser Wasserstoffionenkonzentration die Kérperchen plétzlich 
permeabel fiir Chlor werden. Dieses verbindet sich nimlich mit dem Haimoglobin, 
wodurch dasselbe mehr CO, aufnehmen kénne. Die plétzliche Permeabilitats- 
iinderung der Koérperchen wiirde auf eine bei der bestimmten Wasserstoffzahl 
(pa = 6,67) zustande kommende Anderung des Kolloidzustandes dieser Membran 
beruhen. 

Diese Annahme — daB die Ionendurchlassigkeit der Zellen abhangig 
ist von den kolloiden Eigenschaften der Zellmembran — wird tat- 
sichlich gestiitzt durch viele neuere Untersuchungen. Straub und 
Meier arbeiten aber mit Blutkérperchen, die mit 0,9 proz. NaCl ge- 
waschen worden waren. Wie aus Untersuchungen im hiesigen Labora- 
torium &) hervorgeht, bleibt dabei aber die Konstitution der Zellmembran- 
kolloide nicht intakt; die fiir eine normale Permeabilitat notwendigen 
Bestandteile werden vielmehr teilweise entfernt. Weiter spielen die 
Plasmabestandteile eine so wichtige Rolle bei der Verteilung des 
CO, — und deshalb auch bei der Cl-Wanderung — zwischen Plasma 

1) Snapper, diese Zeitschr. 51, 62. 1913. 

2) Fridericia, Journ. of biol. chem. 42, 245. 1920. 

3) vy. Slyke und Cullen, Journ. of biol. chem. 30, 343. 1917; siehe auch 
v. Slyke, Physiological Reviews 1, 161. 1921. 

4) Christiansen, Douglas und Haldane, Journ. of physiol. 48, 244. 1914. 

Joffe und Poulton, Journ. of physiol. 54, 129. 1920. 

5) Siehe weitere Notiz S. 306. 

6) Brinkman und Frl. v. Dam, Arch. internat. de physiol. 15, 105. 1919. 

-v. Creveld und Brinkman, diese Zeitschr. 119, 65. 1921. 
) le. 
8) Brinkman und Frl. v. Dam, diese Zeitschr. 108, 35. 1920. 
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Uber die Chlorverteilung im Blute. 


Von 
S. van Creveld. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 2. August 1921.) 


Die theoretisch wie praktisch so wichtigen Fragen nach der Permeabi- 
litaét der roten Blutkérperchen fiir Chlor und der Chlorbindung im Plasma 
(Serum) sind in den letzten Jahren mehrfach behandelt worden. Eine 
Reihe eigener Beobachtungen, die ich tiber diesen Gegenstand machte, 
sollen im folgenden mitgeteilt werden. Gleichzeitig mégen einige 
kritische Bemerkungen zu einigen neueren Arbeiten angefiigt werden. 


I. Die Chlorpermeabilitaét der roten Blutkérperchen. 


Seitdem Ha mburger mit dieser Frage das Problem der Permeabili- 
tit tierischer Zellen zuerst zur Diskussion gestellt hat+), ist sie in der 
Literatur sehr oft behandelt worden. 


In der letzten Zeit haben unter anderen Falta und Richter- Quittner?), 
Straub und Meier), Siebeck‘) und in einer sehr rezenten Arbeit auch Wiech- 
mann®) tiber die Chlorpermeabilitaét der Blutkérperchen Mitteilungen gemacht. 
Die erstgenannten Autoren schlieBen auf Grund einer groBen Anzah! von Chlor- 
bestimmungen, daB im strémenden Blute bei Menschen und verschiedenen Tieren 
die Blutkérperchen chlorfrei sind. Dieses fast allen Ergebnissen friiherer Unter- 
suchungen widersprechende Resultat fiihren sie auf die besondere Vorsorge, die 
sie bei der Gewinnung des Plasmas getroffen haben, zuriick. Diese bestand in 
der Verwendung des Hirudins, dem Vermeiden von Na-Oxalat und NaF zur 
Ungerinnbarhaltung des Blutes; ferner im sofortigen Zentrifugieren und Ver- 
meiden starker Abkiihlung des Blutes. Trotzdem méchten wir bezweifeln, daB 
auch Falta und Richter- Quittner damit Verhiltnisse studiert haben, wie 
sie im stré6menden Blute bestehen. So haben sie einem Verlust von CO, beim 
Auffangen des Blutes nicht vorgebeugt; aus den Versuchen von Hamburger’), 


1) Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 1899, S. 414. 

2) Falta und Richter- Quittner, diese Zeitschr. 100, 180. 1920. 
3) Straub und Meier, diese Zeitschr. 98, 205. 1919. 

*) Siebeck, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 85, 214. 1919. 

5) Wiechmann, Archiv f. Physiologie 189, 109. 1921. 

6) Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 28, 405. 1892. 
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Snapper!), Fridericia?), van Slyke und Cullen) und anderen geht aber 
der groBe EinfluB8 der CO,-Spannung auf die Chlorverteilung im Blute hervor. 
Schon kleine Verinderungen in dieser Spannung kénnen wichtige Anderungen in 
der Chlorverteilung hervorbringen. Denselben Effekt verursacht Zu- oder Ab- 
nahme des Sauerstoffsittigungsgrades des Blutes indirekt, indem die CO,-Kapa- 
zitait des Blutes bei Sattigung mit Sauerstoff abnimmt, bei Reduktion zunimmt*). 
Tatsaichlich wird diese Sauerstoffsittigung von venédsem Blute beim Auffangen 
(und Schiitteln?) in offenen Réhrchen, wie Falta und Richter- Quittner 
getan haben, veraindert®). Ob weiter das von ihnen verwendete Hirudin im Ver- 
gleich mit Na-Oxalat oder NaF fiir die normale Durchlassigkeit der Blutkérperchen 
so harmlos ist wie die genannten Autoren hervorheben, erscheint uns auf Grund 
von Erfahrungen im hiesigen Laboratorium bei Studien iiber die Glucosepermea- 
bilitat der Blutzellen héchst zweifelhaft. Nur wenn der Beginn der Gerinnung 
des Blutes hintenangehalten worden war, wurden die Blutkérperchen in osmo- 
tischen und direkt chemischen Versuchen glucosefrei gefunden. Die sog. ungerinn- 
bar machenden Agenzien wie Hirudin, Oxalat, NaF waren gleich schidlich ®). 
Straub und Meier’) haben sich bei ihren Versuchen iiber die Permeabilitat der 
Blutzellen fiir Chlor noch weiter von den physiologischen Verhiltnissen entfernt. 
Sie haben die CO,-Bindungskurve von in 0,9°% NaCl suspendierten Kérperchen 
festgestellt bei allmahlicher Zunahme der CO,-Spannung. Bei einer bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentration der Suspensionsfliissigkeit konstatierten sie eine 
plétzliche Zunahme der CO,-Bindung. Die Autoren meinen dies dadurch erklaren 
zu sollen, daB bei dieser Wasserstoffionenkonzentration die Kérperchen plotzlich 
permeabel fiir Chlor werden. Dieses verbindet sich nimlich mit dem Haimoglobin, 
wodurch dasselbe mehr CO, aufnehmen kénne. Die plétzliche Permeabilitats- 
ainderung der Kérperchen wiirde auf eine bei der bestimmten Wasserstoffzahl 
(pa = 6,67) zustande kommende Anderung des Kolloidzustandes dieser Membran 


beruhen. 
Diese Annahme — dab die Ionendurchliassigkeit der Zellen abhingig 
ist von den kolloiden Eigenschaften der Zellmembran — wird tat- 


sichlich gestiitzt durch viele neuere Untersuchungen. Straub und 
Meier arbeiten aber mit Blutkérperchen, die mit 0,9 proz. NaCl ge- 
waschen worden waren. Wie aus Untersuchungen im hiesigen Labora- 
torium 8) hervorgeht, bleibt dabei aber die Konstitution der Zell membran- 
kolloide nicht intakt; die fiir eine normale Permeabilitat notwendigen 
Bestandteile werden vielmehr teilweise entfernt. Weiter spielen die 
Plasmabestandteile eine so wichtige Rolle bei der Verteilung des 
CO, — und deshalb auch bei der Cl-Wanderung — zwischen Plasma 

1) Snapper, diese Zeitschr. 51, 62. 1913. 

2) Fridericia, Journ. of biol. chem. 42, 245. 1920. 

3) v. Slyke und Cullen, Journ. of biol. chem. 30, 343. 1917; siehe auch 
v. Slyke, Physiological Reviews 1, 161. 1921. 

4) Christiansen, Douglas und Haldane, Journ. of physiol. 48, 244. 1914. 

Joffe und Poulton, Journ. of physiol. 54, 129. 1920. 

5) Siehe weitere Notiz S. 306. 

6) Brinkman und Frl. v. Dam, Arch. internat. de physiol. 15, 105. 1919. 

-v. Creveld und Brinkman, diese Zeitschr. 119, 65. 1921. 
1) Le. 
8) Brinkman und Frl. v. Dam, diese Zeitschr. 108, 35. 1920. 
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und Korperchen?), da Untersuchungen iiber die Chlorpermeabilitit, 
angestellt in dem Suspensionsmedium 0,9 proz. NaCl, Verhiltnisse 
behandeln, die weit von den physiologischen abweichen. 

Wir meinen deshalb, daB weder die Untersuchungen von Straub 
und Meier, noch die von Falta und Richter - Quittner AufschluB 
geben tiber die Chlorpermeabilitat der Kérperchen im strémenden Blute. 
Auch aus den Untersuchungen von Sie beck?) und Wiech mann‘) darf 
man u. E. keine Schliisse ziehen betreffs der physiologischen Chlorperme- 
abilitat. Diese Autoren arbeiteten zuerst mit defibriniertem oder Citrat- 
oder Hirudinblut, das ohne Vorbeugung der CO,-Ent weichung aufgefangen 
wurde‘). Fiir die Chlorverteilung auf Plasma (Serum) und KoOrper- 
chen erhielten sie fast dasselbe Verhiltnis wie Snapper®) schon vor 
einigen Jahren bei derartigen Versuchen im hiesigen Institut gefunden 
hat. Weiter untersuchten sie die Permeabilitat von Kérperchen suspen- 
diert in einer isotonischen Lésung von NaCl oder Na,SO, oder Rohr- 
zucker. Die lonenpermeabilititsverhiltnisse von Kérperchen in solchen 
Losungen untersucht, sind jetzt als abnorm zu betrachten, wo wir 
wissen, dafs diese Lésungen die Kérperchenoberfliche nicht intakt 
halten. Die Bestandteile, die entfernt werden, sind in Rohrzucker- 
und Salzlésungen nicht dieselben. 

In bezug auf eine mégliche Erkliarung der Ergebnisse, die in diesen und der- 
gleichen Untersuchungen erhalten wurden®), sei weiter hingewiesen auf eine neulich 
in dieser Zeitschrift erschienene Arbeit aus dem hiesigen Institut von Takeo 
Takei iiber osmotische und kolloidchemische Volumveranderungen. 

Das Bestehen einer Chlorpermeabilitat der Erythrocyten schien 
uns schon deutlich angezeigt durch die genannten Untersuchungen iiber 
den EinfluB von CO, auf die Chlorverteilung im Blute. Die Aktualitat 
der Frage und der Gedanke, daf diese mangelhafte Ubereinstimmung 
in den direkten Analysen anderer Autoren auf methodische Fehler 
zurickzufiihren war, rechtfertigen u. E. neue, unter physiologischen 
Verhaltnissen ausgefiihrte Untersuchungen tiber die Chlorverteilung, 
Von den methodischen Fehlern haben wir die wichtigsten schon be- 
sprochen. Den Gerinnungsfaktor hat man auch bei der Feststellung 


) Joffe und Poulton, l.c. 
‘ks 
). 4,0. 

4) Von Wiechmann wurde die CO, durch halbstiindiges Durchleiten von 
O, ausgetrieben. Eine solche Uberventilation des Blutes zur Entfernung der CO, 
verursacht aber eine irreversible Verinderung im Kohlensiurebindungsvermégen 
und deshalb auch indirekt eine Anderung im Cl-Gehalt und Cl-Aufnahmefahigkeit 
der Erythrocyten (H. W. Haggard und Yandell Henderson, Journ. of biol. 
chem. 45, 209 u. 219. 1920; siehe auch B. 6, 404 u. 405. 1921). 

5) Snapper, diese Zeitschr. 51, 53. 1913. 

6) Rohonyi, Kolloidchem. Beih. 8, 337. 1916. — Rohonyi und Lorant, 
Kolloidchem. Beih. 8, 377. 1916. 
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von dem CO,-EinfluB vernachlissigt. Nur Hamburger hat dazu 
Experimente in vivo ausgefiihrt an Pferdeblut, das ganz fliissig geblieben 
war }), 

Eine Wiederholung von diesen Experimenten bei einer anderen Tierart konnte 
jetzt nicht als iiberfliissig betrachtet werden, weil das Pferdeblut sich wie be- 
kanntlich durch die viel gréBere Senkungsgeschwindigkeit der Blutkérperchen von 
den anderen Blutarten unterscheidet?). Diese Eigenschaft ist neulich in Beziehung 
gebracht worden zu dem Verhiltnis Cholesterin : Lecithin im Gesamtblut *), von 
welchem Verhiltnis aber auch die Ionenpermeabilitat der Zelloberfliiche abhangig 
ist4). Deshalb war es angezeigt, die Chlorpermeabilitit jetzt bei Korperchen 
von einer anderen Tierart zu untersuchen. Wir benutzten Kaninchen. 


Methodik. 


Die Chlorverteilung zwischen Plasma und Kérperchen wurde untersucht im 
arterieilen und venésen Blut (Art. carotis und V. jugularis ext.). Hierzu wurde 
das Blut mittels einer paratfinierten Kanile in kurz vor dem Versuch paraffi- 
nierten RoOhrehen unter Paraffinél aufgefangen und sofort schnell zentrifugiert, 
nachdem die vollen Réhrchen noch mit einem eingeschliffenen St6épfel oder mit 
einem paraffinierten Korken geschlossen waren. Nach einigen Minuten Zentri- 
fugieren wurde das fliissig gebliebene Plasma mittels einer paraffinierten Pipette 
abgehoben. Eine Cl-Bestimmung wurde ausgefiihrt im Plasma, im Gesamtblut, 
und endlich wurde das relative Volum der Kérperchen bestimmt. 

Fur die Chlorbestimmung wurde die Veraschungsmethode nach v. Koranyi 
mit der Modifikation von Visser angewendet*). Wenn nur kleine Mengen Blut 
oder Plasma zur Verfiigung standen, benutzten wir die von Rusznyaék ange- 
gebene Mikroveraschungsmethode ®), die prinzipiell mit der Makromethode gleich 
ist. Die Anwendung einer vertrauenswerten Veraschungsmethode schlieBt die Még- 
lichkeit aus, daB ein Teil des Chlors nicht bestimmt wird, wie es bei der Chlor- 
bestimmung im Plasma mittels verschiedener Niederschlagsmethoden der Fall zu 
sein scheint7). Dieses gilt aber sicherlich nicht fiir alle Niederschlagsmethoden §). 
Der Cl-Gehalt ist ausgedriickt in Vol.-°, NaCl. Immer ist das Mittel von 2 Be- 
stimmungen angegeben worden. 

Die Versuche mit arteriellem und venédsem Blute sind in neben- 
stehender Tabelle zusammengestellt ; man sieht, daB die Blutkér per- 
chen im stroémenden Blute immer Chlor enthalten. Weiter 
lehrt die Tabelle den Unterschied in der Chlorverteilung auf Kérperchen 
und Plasma, der zwischen arteriellem und venédsem Blute besteht. 
Die von Hamburger bei seinen Versuchen in vivo mit Pferdeblut 

1) Hamburger, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1893, S. 157. 

2) Siehe u. a. de Haan, diese Zeitschr. 86, 298. 1918. 

3) Kiirten, Arch. f. Phys. 185, 248. 1920. — Brinkman und Frl. Wastl, 
neulich in dieser Zeitschr. erschienen. 

4) Brinkman und Frl. v. Dam, diese Zeitschr. 108, 35. 1920. 

5) Siehe Snapper, diese Zeitschr. 51, 56. 1913. 

6) Rusznyak, diese Zeitschr. 114, 23. 1921. 


7) Rusznyak, diese Zeitschr. 110, 60. 1921. Falta und Richter- 
Quittner, diese Zeitschr. 91, 381. 1918. 
8) Siehe z. B. Smith, Journ. of biol. chem. 45, 437. 1921. — Whitehorn, 


Journ. of biol. chem. 45, 449. 1921. 
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erhaltenen Resultate wurden hier ganz bestitigt gefunden. Bei dem 
Ubergang von arteriellem in venéses Blut findet also eine Chlorwan- 
derung zwischen Plasma und Blutzellen statt und nicht allein zwischen 
den einzelnen Plasmabestandteilen!). Wie aus den Werten fiir das 
Gesamtblut, in Versuchen 1] und 2 erhalten, hervorgeht, mu daneben 
noch ein Cl-Austausch zwischen Blut und Gewebe stattfinden. 


Tabelle IL. 
Prozentualer Chlorgehalt (in ° NaCl) des Gesamtblutes und des Plas- 
mas von arteriellem und vendsem Blute nebst dem relativen Volumen 
Cl- Blutkorperchen 


der Blutkérperchen und dem Verhiltnis ei og 





| Ge tblut Pl Relat. Volumen Cl-Blutkérperchen , 
Kanin- | enon — der Blutkérperchen Cl-Plasma mA 
chen |} 
i venés arteriell vendés arteriell venés arteriell venés arteriell 
1 | 0,568 | 0,562 | 0,614 0,649 | 273/, | 241), 73 42,7 
2 0,527 0,537 | 0,582 0,608 §3°/, 31 72 62 
3 | 0585 | — | 0,623 — _ 82 _ 
4 | 0,537 — | 0.607 ~ 381/, ares 70 ae 
5 0,489 on 0,544 ; 31 — 68 
6 — 0,513 — 0,594 _— 33 _ 58,7 











K6rperchen-Cl . 


Das Verhialtnis - ist auch unter normalen Verhaltnissen 


P asma-Cl 
nicht konstant 2). Auf dieses Verhaltnis kommen wir noch weiter unten 
zu sprechen. 
DaB die Vernachlissigung des Einflusses von CO,-Verlust tatsiachlich 
so bedeutend fiir die Chlorverteilung ist, geht aus den Ergebnissen der 
folgenden Tabelle II hervor. In dieser sind die Resultate von Versuchen 


1) In bezug auf den Unterschied im Cl-Gehalt des Plasmas (Serums) von 
arteriellem und venésem Blute sei erinnert an die Untersuchungen iiber die Wechsel- 
beziehung zwischen den Werten des Blutes, welche respiratorischen Schwan- 
kungen unterworfen sind. Nach einer rezenten Mitteilung von L. J. Henderson 
(Journ. of biol. chem. 46, 411; 1921) ist diese Korrelation fiir wenigstens die fol- 
genden 6 Werte anzunehmen: freie und gebundene O, und CO,, Wasserstoffionen- 
konzentration des Serums und Cl-Gehalt des Serums, und bei einer fiir zwei an- 
genommene Wert sind die anderen vier bestimmt. Mit Hilfe einer geometrischen 
Darstellung von den Ergebnissen von ihm und fritheren Autoren erhalten, lassen 
sich weiter nach Henderson fiir jeden Fall alle Werte leicht berechnen. Wie 
der Autor aber ausdriicklich hervorhebt, sind die Ergebnisse alle erhalten in Ver- 
suchen, die mit defibriniertem Blute in vitro ausgefiihrt wurden. DaB diese 
Warnung nicht iiberfliissig ist, geht unter anderem daraus hervor, daB Henderson 
berechnet, daB® unter normalen Verhiltnissen bei dem Ubergang von arteriellem 
zu vendsem Blute kein Austausch von Elektrolyten zwischen Serum und Ko6rper- 
chen stattfindet. Wir fanden aber in den Versuchen in vivo, daB eine solche 
Wanderung wohl geschieht. 

2) Siehe auch Fridericia l. c. 























Chlorverteilung im Blute. 309 


vereinigt, bei denen das rasch aus einer Ohrvene tropfende Blut in 
offenen paraffinierten Réhrchen aufgefangen wurde. Die Rohrchen 
wurden dann schnell zentrifugiert. Auf diese Weise wurde Plasma erhal- 
ten von Blut, das kurze Zeit in Kontakt mit der Luft gewesen war, 
dessen Gerinnung aber auf einwandfreie Weise vorgebeugt war. 


Tabelle II. 


MES Gesamt- Rel. Vol. d. Cl-Blutkérperchen 
Kaninchen Plasma ie 
blut Korperchen Cl-Plasma 

1 0,5074 0,5897 31) 4 55% 

2 0,4455 0,5198 411/, 65% 

3 0,5031 0.5805 32 58%, 

4 0,4663 0,6201 241/, Koérperchen- chlorfrei 

5 0,4929 0,5733 36 61% 

6 0.3979 0,5792 31 Koérperchen chlorfrei 

7 0,4680 0,6260 36 36% 

8 0,4914 0,6084 291/, 43,1% 

9 0,4995 0,5800 2] 34°, 

10 0.4446 0.6377 293/, Kérperchen chlorfrei 


Natiirlich war die Verringerung der CO,-Spannung und die Ver- 
mehrung der O,-Sattigung bei diesen Versuchen in den einzelnen Fallen 
sehr verschieden. Das geht auch aus den Werten fiir das Verhiltnis 
K6rperchen-Cl 

Plasma-Cl 
von Chlor gefunden; wihrend in den anderen Experimenten das 
Verhaltnis im Vergleich mit den Werten fiir das vendse Blut in den 
Versuchen von Tabelle I erhalten niedriger, also zugunsten des Plasmas, 


hervor. Dreimal wurden die Kérperchen frei 


war. Die Vernachlissigung von den Gasfaktoren allein geniigt also, 
um ein Resultat zu erhalten, das nahert oder iibereinstimmt mit dem 
das Falta und Richter - Quittner fiir physiologisch ansehen. 

Die Cl-Wanderung kam in den letzten Versuchen mit offenen Réhr- 
chen hauptsichlich waihrend des Auffangens des Blutes zustande. 
Das geht m. E. aus Versuchen hervor, bei denen dem Kontakt mit der 
Luft wahrend des Zentrifugierens durch VerschlieBen der vollen Réhr- 
chen vorgebeugt wurde. 


Tabelle III. 


Kaninchen ©¢82™t- Sian Rel. Vol. d. Cl. Blutkérperchen 
blut Korperchen Cl-Plasma 

] 0,5207 0,6143 33 53,8°% 

2 0,4817 0.6527 301), Koérperch. fast chlorfrei 
3 0,4950 0,5955 34}/, 60,6°,, 

4 0,4505 0,5850 28'/, 20% 

5 0,5517 0,6423 32 56% 

6 0,5636 0,6592 323), 55,7% 











AO CO A AONE TRI ES 


310 S. van Creveld: 


Auch hier wurden also auseinandergehende Werte fiir das Verhiltnis 
Cl-K6rperchen , : 
se erhalten. Meistens waren die Plasmawerte aber wieder 

Cl-Plasma 
relativ hoch, und einmal waren die Koérperchen fast frei von Chlor. 


Eine Konsequenz fir die klinischen Chlorbestimmungen. 


Ks mag noch auf eine Konsequenz dieser Ergebnisse fiir die klinischen 
Chlorbestimmungen im Blute hingewiesen werden. Meistens werden 
diese noch in Serum angestellt, das ohne Beriicksichtigung von einem 
der genannten, die Cl-Verteilung beeinflussenden Faktoren erhalten ist. 
Auch der EinfluB der Gerinnung wird vernachlissigt. DaB ein solcher 
KinfluB tatsachlich besteht, geht aus dem Folgenden hervor. Wenn man 
Plasma und Kérperchen sofort nach der Gewinnung des Blutes trennt, 
mit Vorbeugung der Gerinnung (Paraffinmethode), dann findet man 
in den Kérperchen, wie aus unseren Versuchen hervorgeht, schwankende 
Mengen, bisweilen gar kein Chlor. Trennt man beide aber, nachdem 
Gerinnung vollstindig oder teilweise eingetreten ist, dann findet man, 
daB zwischen Cl-Gehalt von Kérperchen und Serum ein ziemlich kon- 
stantes Verhiltnis besteht. Nach den Angaben von A bderhalden}) 

Cl-Kérperchen ; gs 
ist —— dann ca. 30%, nach denen von Snap per?) ist dieses 

Cl-Serum 

Verhiltnis ca. 40°. In vivo ist, wie wir sahen, dieses Verhaltnis nicht 
konstant und im venésen Blute jedenfalls viel hdher. Um den ,,wahren* 
Cl-Gehalt des Plasmas zu bestimmen, wiirde es notwendig sein, das Blut 
mit Vorbeugung der CO,-Entweichung in paraffinierten Réhrchen 
aufzufangen und sofort zu zentrifugieren. Beim Menschen hat man 
dann immer die Beschwerde, daB die CO,-Spannung des venésen Blutes 
bei der fiir eine gut ausfiihrbare Venaepunctio notwendigen Abklemmung 
des BlutgefaiBes verindert sein wird. Auch wird die richtige Plasma- 
gewinnung in der Klinik nicht immer gut ausfiihrbar sein. Es fragt sich 
dann, ob man nicht einen geringeren Fehler macht durch Vornahme 
der Cl-Bestimmung im Gesamtblut statt wie heute im Serum. Nament- 
lich in den pathologischen Fallen, wo der CO,-Gehalt des Plasmas 
oder einer mit diesem korrelierenden Wert des Blutes stark verandert 
ist, wird der Fehler im letzten Falle groB sein kénnen. Wenn man bei 
demselben Individuum mehrere Bestimmungen hintereinander macht, 
kénnte man dann, um den Faktor der Schwankung des relativen K6rper- 
chenvolums zu umgehen, eine Bestimmung von diesem Volum mit der 
Cl-Bestimmung im Blute verbinden. 


1) Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chemie. 25, 106. 1898. 
2) Snapper, diese Zeitschr. 51, 56. 1913. — Siehe auch Veil, diese Zeitschr. 
91, 272. 1918 u. Siebeck, l.e u. Wiechmann, lL. c. 
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II. Die Frage der Chlorbindung im Plasma. 

Was die Frage der Chlorbindung im Serum anlangt, so ist die 
Meinung der meisten Autoren, daB der gréBte Teil des Chlors im Serum 
sicherlich nicht gebunden ist!). Das Verhiltnis zwischen der kleinen, 
nichtdiffusiblen Cl-Menge und der diffusiblen Cl-Menge soll aber abhaingig 
sein von der Wasserstoffionenkonzentration des Serums?). 

Eine Méglichkeit, die man friiher nicht naher beriicksichtigt hat, 
ist in den letzten Jahren hervorgehoben worden, und zwar diese, daB 
im Serum fast alles Chlor frei vorhanden ist, daB aber im Plasma ein 
belangreicher Teil chemisch gebunden ist. Als eine solche im Plasma 
bestehende Cl-Verbindung wurde von Falta und Richter - Quittner 
eine Chlor-Fibrinogenverbindung angenommen®). Diese Annahme beruhte 
hauptsichlich auf einen Unterschied, der bei der Cl-Bestimmung im 
Plasma gefunden wurde, je nachdem diese nach einer Veraschungs- 
oder nach einer Fallungsmethode ausgefiihrt worden war. Im Serum 
wurde ein solcher Unterschied nicht gefunden. Von ihrer urspriinglichen 
Meinung, das wir es hier mit einer sehr stabilen und salzreichen Ver- 
bindung zu tun haben, sind die genannten Autoren in einer in neuester 
Zeit erschienenen Arbeit abgekommen‘). Die von ihnen wie auch von 
Rusznyak*) beobachtete Differenz im Plasma-Cl bei Verwendung 
von verschiedenen Methoden wird jetzt als durch den Dispersitatsgrad 
der untersuchten Fliissigkeit bedingt angesehen. Rusznyak will die 
Differenz zwischen Plasma und Serum auf den gréBeren Eiweibgehalt 
des Plasmas zuriickfiihren und stiitzt sich dabei auf Ultrafiltrations- 
versuche, die aber von Falta und Richter - Quittner nicht bestitigt 
worden sind. Die Méglichkeit des Vorhandenseins einer Fibrinogen- 
Cl-Verbindung wird von den Autoren noch offengehalten. 

Es ist von vornherein wahrscheinlich, da auf eine eventuell be- 
stehende Verbindung von Fibrinogen und Chlor im Blute verschiedene 
Faktoren Einflu8 haben werden. Das darf fiir die CO,-Spannung z. B. aus 
den von Hamburger®) mit Serum gemachten Ultrafiltrationsversuchen 
konkludiert werden. In Experimenten in vitro ist diesen teils nicht 
gut zu beherrschenden Faktoren nicht immer geniigend Rechnung 
getragen. Auch arbeitet man dann immer mit Hirudin- oder Oxalat- 
plasma; die kolloidchemischen Eigenschaften des Fibrogens in diesem 
Plasma kénnen ganz verschieden sein von denen im natiirlichen Plasma. 
1) Héber, Physik. Chemie d. Zelle u. Gew. 4. Aufl. S. 175. 1914. 

2) Rona und Gydérgy, diese Zeitschr. 56, 416. 1913. Hamburger, 
diese Zeitschr. 86, 309. 1918. 

3) Falta und Richter- Quittner, diese Zeitschr. 91, 381. 1918. 

4) Falta und Richter- Quittner, diese Zeitschr. 114, 310. 1921. 

5) Rusznyak, diese Zeitschr. 110, 60, 1921. 
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Versuche in vivo zur Lésung der vorliegenden Frage waren deshalb 
m. E. gerechtfertigt. 

Als ein physiologisches Ultrafiltrat oder besser Dialysat von dem 
natiirlichen Blutplasma meinen wir auf Grund von rezenten Unter- 
suchungen das Augenkammerwasser betrachten zu diirfen'). Zwar hat 
man schon oft seine Zusammensetzung mit dem des Blutplasmas ver- 
glichen, das letztere war dann aber niemals unter den friiher erwahnten 
Kautelen erhalten worden. Fiir die Beurteilung des Bestehens einer 
Fibrinogen-Cl-Verbindung schien uns eine Vergleichung des Kammer- 
wassers und mit dem mit bestimmten Vorsorgen erhaltenen Blutplasma 
sehr geeignet. Das Kammerwasser enthalt nur winzige Mengen EiweiB, 
aber keine Spur Fibrinogen. Die Vergleichung mit dem Blutplasma 
kann entweder geschehen durch Gewinnung von Plasma direkt aus dem 
Blute, oder man kann das primire fibrinogenfreie Kammerwasser ver- 
gleichen mit dem nach einer ersten resp. zweiten Punktion der Augen- 
kammer regenerierten sekundiren resp. tertiiren Kammerwasser. Das 
neugebildete Kammerwasser ist wenigstens beim Kaninchen fibrinogen- 
reich und nihert sich in Zusammensetzung dem echten Blutplasma, 
wie nach den rezenten experimentellen Untersuchungen von Seidel?) 
begreiflich ist. 

Wir bemerken nebenbei, daB man unseres Erachtens Kammerwasser durch 
die Verainderungen, die darin in EiweiBmenge und EiweiBarten nach einer Punktion 
der Augenkammer auftreten, gut benutzen kann, um die EiweiShypothesen 
von Herzfeld und Klinger*) und die Erklirungen, die sie mit diesen Hypo- 
thesen von verschiedenen biochemischen Problemen gegeben haben‘), zu unter- 
suchen. 


Tabelle IV5). 
Vergleichung von Cl-Gehalt (ausgedriickt in °/, NaCl) und Refraktion 
von primiérem und sekundéirem Kammerwasser. 








Cl-Gehalt Refraktion 
prim. K.-W. — sek. K.-W. _ prim. K.-W. sek. K.-W. 
1 0,6494 0,6230 1,3350 1,3449 
2 0,6319 0,6116 1,3339 1,3431 
3 0,6650 0,6560 1,3341 1,3412 
4 0,5872 0,5499 1,3341 1,3431 
5 0,6603 0,6467 1,3339 1,3438 


Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, enthielt das sekundire 
Kammerwasser immer weniger Chlor als das primaire. Die zweite Punk- 





1) de Haan und v. Creveld, neulich in dieser Zeitschr. erschienen. — 
Seidel, Graefes Arch. f. Ophthalmol]. 104, 162. 1921. 

*) i.e. 

3) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 82, 228. 1917 u. f. 

*) Siehe auch Starlinger, diese Zeitschr. 114, 129. 1921. 

5) Fiir die Methodik der Punktion siehe de Haan und v. Creveld b. c. 
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tion geschah, sobald die Vorderkammer des Auges sich wieder angefillt 
hatte, d. h. meistens nach einigen Minuten. Der Unterschied im Cl-Gehalt 
von primarem und sekundirem Kammerwasser wurde gegen Erwartung 
in unseren Fallen ziemlich konstant gefunden. Die Schwankungen im 
NaCl-Gehalt von Plasma durch Fiitterung usw. scheinen sich also schnell 
mit dem Kammerwasser auszugleichen. 

Der gesamte EiweiBgehalt des sekundiren Kammerwassers war in 
unseren Fallen 2—5°,, wie aus der Refraktion berechnet werden kann. 
Mit Beriicksichtigung dieses Gehaltes wird man dennoch sagen miissen, 
daB das Auftreten von Fibrinogen im Kammerwasser 
nicht zusammengegangen ist mit einer Vermehrung des 
Cl - Gehaltes. 

Man kénnte einwenden, daB die Vergleichung nur mit dem Blut- 
plasma geschehen darf. Deshalb geben wir hier die Werte fiir den 
Cl-Gehalt vom Kammerwasser in den Fallen, wo wir friher arterielles 
und vendses Blut untersucht haben (Tabelle I). 


Tabelle V. 


Blutplasma Prim. Kammerwasser 
arter. venos 
0,649 0,614 0,6650 
0,608 0,582 0,6344 
— 0,544 0,5872 
0,594 —— 0,6314 


Man wird hier bedenken, daB das Kammerwasser eher als ein Ultra- 
filtrat (Dialysat) von dem arteriellen als von dem vendésen Blute zu 
betrachten ist. Immerhin geben auch diese Bestimmungen keinerlei 
Anhaltspunkte fiir das Bestehen einer Fibrinogen - Cl - Ver- 
bindung im Blute. Im besten Falle kann es sich handeln um eine 
so kleine mit dem Fibrinogen verbundene Chlormenge als mit der hier 
verwendeten Methode nicht bestimmt werden kann. Ob es méglich 
sein wird, eine so kleine Menge dann noch durch vergleichende Be- 
stimmung der Chlorionenkonzentration im Plasma und Ultrafiltrat 
(Kammerwasser) zu entdecken, scheint uns auf Grund der Erfahrung 
anderer Untersucher bei derartigen Problemen fraglich’). 

Eine nihere Erklarung wird noch die Tatsache brauchen, daB wir 
in vivo im Plasma mit der befolgten Methodik kein gebundenes Chlor 
nachweisen konnten, daB aber im Serum bei Einwirkung von CO, 
unter einem Druck, der innerhalb der physiologischen Grenzen bleibt. 
deutlich Cl an das Serumeiwei8 gebunden gefunden wurde?). 


1) Siehe hierzu z. B. Brown und Hill, Journ. of physiol. 54, CX XI. 1921. 
Manabe und Matula, diese Zeitschr. 52, 369. 1913. 
*) Hamburger, |. c. — Rona und Gyérgy, l. ce. 
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Zusammenfassung. 

Es wurde auseinandergesetzt, weshalb die neueren Arbeiten iiber die 
Chlorpermeabilitaét der Blutkérperchen (Falta und Richter - Quitt- 
ner, Straub und Meier u. a.) keinen AufschluB geben iiber die Ver- 
hiltnisse im strémenden Blute. Durch direkte Bestimmungen wurde 
das Bestehen einer solchen Permeabilitaét in vivo nachgewiesen. Weiter 
wurde hingewiesen auf eine Konsequenz, die aus den erhaltenen Resul- 
taten fiir die Methodik der klinischen Chlorbestimmungen im Blute 
folgen mu. 

Die in der letzten Zeit umstrittene Frage von dem Bestehen einer 
Chlorfibrinogenverbindung im Plasma wurde durch vergleichende 
Bestimmungen im Plasma und dem als ein Ultrafiltrat (Dialysat) des 
Blutes sich verhaltendes Augenkammerwasser, im negativen Sinne ent- 


scheiden. 
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Berichtigung 
zu der Arbeit E. Freudenberg und P. Gyérgy: Uber 
Kalkbildung durch tierische Gewebe, diese Zeit- 
schrift 118. 1921. 


(Eingegangen am 6. Oktober 1921.) 


Seite 54 wird zweimal der Ausdruck Phosphatgemisch 1 Lé- 
sung von saurem Phosphat gebraucht, welche durch Phosphor- 
siurezusatz auf p, 3,0 gebracht war. Da das Wort Phosphat- 
gemisch fiir Gemische von primairem und sekundirem Phosphat 
vorbehalten bleiben mu, so wird die unzweckmaBige Anwendung 
dieses Ausdruckes hiermit richtig gestellt. 


Biochemische Zeitschrift Band 123. 21 
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